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RESÚMEN 
La presente tesis doctoral versa sobre la evaluación de diferentes vías de administración 
de agentes quimioterápicos con posible traslación al tratamiento del retinoblastoma. El 
retinoblastoma es el tumor intraocular maligno más común en la población infantil y 
representa entre el 2,5 y el 4% de todos los cánceres pediátricos. La enfermedad se puede 
presentar en un ojo (unilateral) o en ambos (bilateral). Si bien el tumor se localiza en 
principio en la retina en desarrollo, de no ser tratado, continúa su crecimiento abarcando la 
cámara posterior y capas externas del globo ocular y posteriormente, invade tejidos 
extraoculares. Por ello, el tratamiento se enfoca, como para todo tumor pediátrico, en 
primer lugar en preservar la vida del paciente y, de ser posible, preservar el globo ocular y la 
visión (tratamiento conservador). Existen distintos tipos de tratamientos, tanto de 
administración de quimioterapia, por vía sistémica o local, además de tratamientos locales, 
siendo una decisión del equipo clínico tratante la elección en cada caso.  
Dada la necesidad de optimizar el tratamiento local y evitar exponer tejidos y órganos 
sanos del paciente pediátrico, es que en la presente tesis doctoral se evaluaron distintas vías 
de administración de quimioterápicos (topotecan y melfalan) para evaluar alternativas de 
administración local-ocular y así disminuir los eventos adversos sistémicos e incrementar el 
efecto antitumoral. Las rutas de administración evaluadas incluyen la infusión superselectiva 
intraarteria oftálmica (SIAO), la vía tópica y la intravítrea. En los estudios realizados, se 
evaluó la toxicidad y la farmacocinética de melfalan luego de la infusión SIAO en pacientes 
con retinoblastoma intraocular. El resultado más destacado obtenido en estos estudios fue 
que se las dosis a administrar de melfalan deben ser menores a 0,5 mg/kg para disminuir la 
incidencia de neutropenia severa. Otro estudio realizado en el marco de la presente tesis 
fue la evaluación de terapia combinada de melfalan con topotecan por vía SIAO con el 
objetivo de potenciar los efectos farmacológicos de melfalan a dosis menores de 0.5 mg/kg 
sin incrementar la toxicidad hematológica severa. Este régimen resultó seguro y eficaz sin 
interacciones farmacocinéticas entre los fármacos administrados en la población evaluada.  
Actualmente el tratamiento de pacientes con retinoblastoma diseminado en nervio 
óptico y tumor en el margen de sección consiste en la infusión endovenosa de altas dosis de 
quimioterapia. Sin embargo, cabe la pregunta de si la biodisponibilidad en el nervio óptico, 
sitio donde se encuentra el tumor y a partir del cual ocurre la diseminación, es comparable o 
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mejora con una administración local de quimioterapia respecto de la vía endovenosa. Por 
ello, en el marco de esta tesis, se evaluó la farmacocinética en el nervio óptico y estructuras 
locales en un modelo porcino luego de la infusión SIAO de topotecan y se comparó respecto 
de la infusión endovenosa. La exposición de topotecan en el nervio óptico, retina y vítreo 
luego de la infusión SIAO fue significativamente mayor respecto de la alcanzada luego de 
infundir la misma dosis de topotecan en el cerdo. Estos resultados sientan las bases de la 
utilización de la vía SIAO para la administración de quimioterapia como parte del 
tratamiento de pacientes con invasión de nervio óptico. 
Con potencial aplicación en pacientes con retinoblastoma diseminado en cámara 
anterior, se evaluó la biodisponibilidad de topotecan en el humor acuoso de conejos luego 
de su administración por vía tópica. Además, se desarrolló un ungüento a base de 
lanolina/vaselina con topotecan para mejorar la penetración a través de la córnea y la 
biodisponibilidad en el humor acuoso. La biodisponibilidad de topotecan se evaluó en el 
humor acuoso de conejos luego de administrarlo contenido en gotas acuosas y en el 
ungüento. La instilación tópica de una dosis de ungüento de topotecan derivó en un 
aumento significativo de la exposición de topotecan en el humor acuoso respecto de aquella 
alcanzada luego de la instilación del topotecan en solución acuosa. Además, la instilación de 
dosis múltiples del ungüento permitió la acumulación del fármaco en el humor acuoso del 
animal. Por lo dicho, se propone que esta formulación podría tener utilidad en el 
tratamiento del retinoblastoma con difusión anterior. 
A fin de evitar inyecciones repetidas en los casos de administración intravítrea de 
quimioterapia se desarrolló una formulación de liberación sostenida de topotecan. Se 
sintetizaron copolímeros de PCL-PEG-PCL que fueron usados para preparar hidrogeles de 
liberación sostenida cargados con topotecan. Los ensayos in vitro mostraron una liberación 
sostenida de topotecan por al menos una semana. Los hidrogeles cargados con topotecan 
resultaron citotóxicos en líneas celulares de retinoblastoma durante una semana de 
exposición, resultado que apoya la hipótesis de una prolongada actividad del agente 
quimioterápico cargado en el hidrogel. En el estudio de farmacocinética en el vítreo de 
conejos la concentración de topotecan se mantuvo por encima de la IC50 reportada para las 
células comerciales de retinoblastoma (14 ng/ml) por 24 horas. Luego, los niveles de 
topotecan cayeron hasta alrededor de 1,6 ng/ml a las 72 horas. En los conejos ni el hidrogel 
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blanco ni los cargados causaron toxicidad sistémica ni ocular. Por lo tanto estos geles 
podrían servir como una estrategia adicional para el tratamiento del retinoblastoma. 
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I.1. Retinoblastoma 
El retinoblastoma es el tumor intraocular maligno más común en la población infantil, 
representando entre el 2,5 y el 4% de todos los cánceres pediátricos. La incidencia de 
retinoblastoma en Estados Unidos y Europa es de 2 a 5 por millón de niños lo cual 
corresponde aproximadamente a 1 de cada 14000 a18000 nacidos vivos. Dos tercios de los 
casos se diagnostican antes de los 2 años y el 95% antes de los 5 años1. 
El retinoblastoma se puede presentar en dos formas clínicas1,2: 
1. Unilateral: representa aproximadamente el 60% de todos los casos de los cuales el 
90% no son hereditarios y el 10% presentan mutaciones en el gen RB1 de la línea 
germinal. Estos casos en general son diagnosticados luego del primer año de vida. 
2. Bilateral o multifocal: es la forma hereditaria (40% de todos los casos). Esta forma es 
usualmente diagnosticada durante el primer año de vida. Está caracterizado por la 
presencia de mutaciones en el gen RB1 de la línea germinal y puede ser heredada de 
un sobreviviente afectado (25%) o ser una nueva mutación en niños sin antecedentes 
familiares de este tumor (75%). 
Los niños que presentan la mutación en el gen RB1 de la línea germinal tienen una 
mayor predisposición a desarrollar segundos cánceres en la vida. Esto es crítico a la hora de 
decidir el tratamiento ya que, las segundas malignidades suelen ser la mayor causa de 
muerte de estos pacientes. Los tratamientos como quimioterapia y radioterapia externa 
aumentan este riesgo2.  
El signo más común presente en el retinoblastoma es la leucocoria, generalmente 
detectada con el flash de las fotografías (Figura I.1). El segundo signo más común es el 
estrabismo, y generalmente denota una enfermedad menos avanzada2. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.1: Leucocoria 
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El manejo exitoso del retinoblastoma se basa en la habilidad de detectar la enfermedad 
cuando aún es intraocular; el estadio de la enfermedad se correlaciona con la demora del 
diagnóstico. En los países en desarrollo la derivación tardía está fuertemente asociada con 
enfermedad orbital y metastásica. 
El diagnóstico de retinoblastoma intraocular es realizado por el oftalmólogo mediante un 
oftalmoscopio indirecto bajo anestesia general. Sobre el examen diagnóstico se realiza una 
evaluación comprensiva de la enfermedad intraocular, documentando el número, ubicación 
y tamaño de los tumores retinianos como así también la presencia de daño retiniano y 
líquido subretiniano, y siembras vítreas y subretinianas. Luego, se clasifica cada ojo para 
estimar el pronóstico y elegir un tratamiento2.  
El sistema de agrupación de Reese-Ellsworth (R-E) fue el primer esquema de clasificación 
en ser usado ampliamente para describir la enfermedad intraocular. Este sistema fue 
diseñado para predecir el resultado luego de la terapia de radiación externa. Divide los ojos 
con retinoblastoma en 5 grupos por tamaño, ubicación y número de lesiones; y por la 
presencia de siembras vítreas (Tabla I.1). Sin embargo, los desarrollos más recientes en el 
manejo conservador del retinoblastoma intraocular han hecho el sistema de clasificación de 
Reese-Ellsworth menos predecible del salvataje ocular y menos útil como guía de 
tratamiento. Por ello, se desarrolló un nuevo sistema de estadificación (Clasificación 
Internacional de Retinoblastoma Intraocular) con el objetivo de proveer una clasificación 
más simple y fácil de usar, y más aplicable a las terapias actuales. Este sistema está basado 
en la extensión de las siembras tumorales, que son tumores que flotan dentro de la cavidad 
vítrea y el espacio subretiniano en vez del tamaño tumoral y ubicación, y parece ser un 
mejor predictor del éxito del tratamiento (Tabla I.23) 1.   
En el mismo procedimiento de anestesia se puede realizar una evaluación con 
ultrasonido bidimensional para medir el tamaño del tumor. Los estudios por imágenes como 
resonancia magnética de cabeza y órbita son necesarios para evaluar la extensión extra-
ocular, el involucramiento de las áreas pineal o supraselar, descartar enfermedad trilateral y 
ayudar a diferenciar retinoblastoma de otras causas de leucocoria2.  
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Tabla I.1: Clasificación de Reese-Ellsworth para el tratamiento de retinoblastoma por 
terapia de radiación 
Grupo   
I a Tumor solitario menor de 4 dd en el ecuador o detrás.  
I b Múltiples tumores, ninguno mayor de 4 dd, todos en el ecuador o detrás. 
II a Tumor solitario de 4 a 10 dd en el ecuador o detrás. 
II b Múltiples tumores, de 4 a 10 dd, en el ecuador o detrás. 
III a Cualquier lesión anterior al ecuador. 
III b Tumor solitario mayor de 10 dd detrás del ecuador. 
IV a Múltiples tumores, algunos mayores de 10 dd. 
IV b Cualquier lesión extendida a la parte anterior de la ora serrata.  
V a Tumores masivos involucrando más de la mitad de la retina. 
V b Siembras vítreas. 
dd: diámetro de disco (1,5 mm) 
 
Tabla I.2: Clasificación Internacional para Retinoblastoma Intraocular 
Grupo    
A Ojos con tumores discretos pequeños lejos de estructuras críticas. Todos los 
tumores son menores a 3 mm, confinados a la retina y ubicados a más de 3mm de la 
foveola y 1,5 mm del nervio óptico. 
B Ojos sin siembras vítreas o subretinianas y tumores retinianos de cualquier tamaño 
y ubicación (que no pertenezcan al grupo A). Se permite una pequeña cantidad de 
fluido subretiniano a menos de 5 mm de la base del tumor. 
C Ojos sólo con siembras vítreas o subretinianas focales y tumores discretos de 
cualquier tamaño y ubicación. Cualquier siembra debe ser local, fina y limitada para 
que sea tratable teóricamente con placa radioactiva. Los tumores retinianos son 
discretos y de cualquier tamaño y ubicación. Puede haber fluido subretiniano hasta 
en un cuadrante. 
D Ojos con siembras vítreas o subretinianos difusas y/o enfermedad masiva no 
discreta endo- o exofítica. Siembras más extendidas que en el Grupo C. Enfermedad 
diseminada intraocular masiva o difusa que puede consistir en siembras vítreas finas 
o masas avasculares. Las siembras subretinianas pueden ser como una placa. Incluye 
enfermedad exofítica y más de un cuadrante con daño retiniano. 
E Ojos que han sido destruidos por el tumor anatómica o funcionalmente. Ojos con 
uno o más de lo siguiente: glaucoma neovascular irreversible, hemorragia 
intraocular masiva, celulitis orbital aséptica, tumor anterior o en la cara anterior del 
vítreo, tumor en contacto con el lente, retinoblastoma con infiltración difusa, 
phthisis o pre-phthisis.  
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I.2. Tratamiento del retinoblastoma intraocular 
Una vez que se descarta clínicamente y mediante estudios de imágenes que haya 
extensión tumoral extraocular, las decisiones se enfocan en la posibilidad de preservación 
del ojo. La enucleación del ojo afectado es la elección de primera línea en los casos más 
avanzados y es usualmente curativa. Sin embargo, en los casos de retinoblastoma bilateral 
lleva a la ceguera del niño2. El tratamiento del retinoblastoma está diseñado para salvar 
vidas y de ser posible, preservar la visión. Los factores a ser considerados para la elección 
del tratamiento incluyen la uni- o bilateralidad de la enfermedad, el potencial de conservar 
la visión y el estadio intra- y extraocular1. 
 
I.2.1. Cirugía 
La enucleación está indicada cuando hay tumores grandes en el vítreo, en casos de 
presencia de tumor en la cámara anterior o en presencia de glaucoma neovascular, casos en 
los cuales es muy baja o nula la posibilidad de recuperar la visión pero alta la de 
diseminación del tumor1. 
La enucleación debe realizarse cuidando de no sembrar células malignas en la órbita y 
evitando la perforación del globo. Además, una sección larga (10-15 mm) del nervio óptico 
debe ser removida junto al globo para un mejor resultado en caso de que haya 
involucramiento de nervio óptico1.  
 
I.2.2. Terapias focales 
Los tratamientos focales se usan para tumores pequeños (<3-6 mm), localizados, de 
posible acceso y en combinación con quimioterapia. Puede utilizarse la fotocoagulación con 
láser de argón y permite coagular todos los suministros de sangre al tumor1. 
La crioterapia se usa para el tratamiento de lesiones ecuatoriales o periféricas. Una o dos 
sesiones mensuales de triple congelamiento y fusión proporcionan excelentes tasas de 
control tumoral. Otro método focal importante es la termoterapia transpupilar la cual utiliza 
usualmente un láser de diodo 1. 
Para tumores ubicados en la mitad anterior del globo y en niños con enfermedad 
unilateral se usa la braquiterapia, en la cual un implante radioactivo se sitúa adyacente al 
tumor4.  
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El uso de tratamientos focales es especialmente importante en conjunción con 
quimioterapia, porque las dos modalidades de tratamiento parecen tener efecto sinergista. 
Sin embargo, las complicaciones de los tratamientos focales pueden incluir daño retiniano, 
tracción retiniana y lágrimas, y fibrosis localizada1. 
 
I.2.3. Quimioterapia 
La quimioterapia está indicada en pacientes con enfermedad extraocular, pacientes con 
enfermedad intraocular con riesgo histológico alto luego de la enucleación, y en pacientes 
con enfermedad intraocular en conjunción con terapias focales agresivas para la 
preservación ocular. Los agentes efectivos para el tratamiento del retinoblastoma incluyen: 
carboplatino, etopósido, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina e isofosfamida. La 
quimioterapia tradicionalmente ha sido administrada por vía intravenosa, pero en los 
últimos años se viene popularizando la administración ocular directa vía cateterización de la 
arteria oftálmica1. 
 
I.3. Tratamiento del retinoblastoma diseminado 
El retinoblastoma es un tumor que se desarrolla en la retina de pacientes pediátricos 
que invade el espacio del vítreo como también las estructuras externas oculares5. Por lo 
tanto si se diagnostica tempranamente, como ocurre en los países desarrollados, el tumor 
queda confinado al estado de enfermedad intraocular6,7. Sin embargo, las células malignas 
de la retina invaden todas las direcciones del globo ocular incluyendo la coroides, esclera y 
todas las estructuras que están en el frente de la parte anterior del vítreo incluyendo el iris, 
los cuerpos ciliares, lentes, córnea y humor acuoso. Por lo tanto, si no se trata, el tumor se 
disemina fuera del ojo a través del nervio óptico hacia el sistema circulatorio y el sistema 
nervioso central con la consecuente metástasis y mortalidad asociadas. Esta última es la 
situación de más de la mitad de los niños diagnosticados con retinoblastoma en países en 
desarrollo8. 
La invasión masiva de nervio óptico es considerada como enfermedad en Estadio III de 
acuerdo con el Sistema Internacional de Estadificación del Retinoblastoma. Estos pacientes 
son normalmente tratados con terapia neoadyuvante intensiva seguida de enucleación 
secundaria, quimioterapia sistémica adyuvante y radioterapia orbital2,9–11. Con este 
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acercamiento aproximado, la sobrevida de estos niños es de alrededor del 20-30%. En los 
casos de diseminación leptomeníngea la tasa de sobrevida es baja  
Estudios previos de nuestro grupo mostraron que la enfermedad mínimamente 
diseminada del sistema nervioso central ocurre más frecuentemente en niños con invasión 
masiva del nervio óptico y glaucoma en ausencia de diseminación sistémica, sugiriendo que 
hay siembras directas del tumor desde el nervio óptico al sistema nervioso central12. Los 
estudios muestran que cuando ocurre recaída en sistema nervioso central, no se encuentra 
evidencia de enfermedad en la médula ósea a niveles moleculares13. Basados en estos 
datos, hipotetizamos que podría ser clínicamente ventajoso mejorar la llegada de fármacos 
quimioterápicos al nervio óptico en una tentativa de causar una inmediata y masiva 
respuesta local en el nervio óptico y reducir potencialmente la ocurrencia de siembras en el 
sistema nervioso central. Además, una mayor biodisponibilidad en las estructuras oculares 
de pacientes metastásicos podría mejorar la reducción tumoral y así facilitar el 
procedimiento de enucleación y la extirpación del nervio óptico14,15. La infusión 
superselectiva de la arteria oftálmica (SIAO) ha ganado un rol prominente en el tratamiento 
conservador para el retinoblastoma, sin embargo, su uso en pacientes con retinoblastoma 
con extensión al nervio óptico no ha sido propuesto anteriormente.  
 
I.4. Vías de administración ocular: tópica, SIAO e intravítrea 
En la Figura I.2 se muestran las principales estructuras oculares. La pared del globo 
ocular consiste en tres capas primarias16,17: 
- Capa exterior: la esclera, capa fibrosa protectora y en la parte anterior del globo es la 
córnea transparente. 
- Capa media uveal: compuesta por la coroides, el iris y el cuerpo. 
- Capa interior: retina, es la capa sensorial del ojo. La retina consta de dos capas: la 
interior que contiene los fotorreceptores con neuronas de primer y segundo orden 
(células ganglionares) y los elementos neurogliales de la retina, y la capa externa que 
es el epitelio pigmentado que consiste en una monocapa de células adyacentes a la 
lámina basal de la coroides. Esta segunda capa es la que forma la barrera hemato-
retiniana. 
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El globo ocular está compuesto por: la cámara anterior comprendida entre la córnea y el 
iris y el lente cristalino; y, periféricamente, por el ángulo de drenaje de la cámara anterior, y 
la cámara posterior que contiene el humor vítreo que baña la retina16. 
 
 
Figura I.2: Anatomía ocular (freepik.es) 
 
A pesar de la fácil accesibilidad del ojo para la administración de medicamentos, en 
muchos aspectos es un órgano aislado con diversas barreras que generan un desafío para la 
llegada de fármacos. Entre éstas se encuentran: pestañeo, mecanismos lagrimales, 
impermeabilidad de la córnea y las barreras físicas de sus membranas, la barreras hemato-
oculares18. 
Las principales vías de administración para medicamentos oftálmicos son tópica, 
sistémica e intraocular, las cuales tienen sus ventajas y desventajas. 
La vía tópica es la vía más aceptada para alcanzar las estructuras oculares de la cámara 
anterior y representa un 90% de las formulaciones oftálmicas acuosas. Su ventaja es que la 
instilación del fármaco es fácil de realizar por los pacientes. Entre las desventajas se incluyen 
la limitada concentración de fármaco que puede alcanzarse para los agentes lipofílicos, 
pérdidas precorneales y las funciones de barrera de la córnea. La córnea es la ruta principal 
para que los fármacos de administración tópica tengan alcance dentro del ojo, la vía 
conjuntival/escleral también puede ser eficiente. Luego de la instilación de gotas 
tradicionales, éstas son rápidamente lavadas por los mecanismos de protección ocular, por 
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lo que es muy breve el momento en el que el fármaco permanece en contacto con la córnea 
para que pueda penetrar en el ojo. Debido a la baja permeabilidad de la córnea sólo un 
pequeño porcentaje podrá atravesarla. Es por esto, que dependiendo del fármaco y la 
formulación de la solución instilada, menos del 1% del fármaco instilado logra penetrar en el 
ojo. Se pueden buscar diversas estrategias para mejorar la biodisponibilidad de los fármacos 
en el ojo. Por ejemplo, mejoradores de la solubilidad del fármaco en la formulación para 
poder concentrarlo, diseñar formulaciones que resistan mejor el lavado ocular aumentando 
el tiempo de contacto con los tejidos oculares, también, mejoradores de la penetración del 
fármaco a través de los tejidos oculares18. 
Específicamente, para el tratamiento del retinoblastoma es necesario que el fármaco 
alcance las estructuras posteriores del globo ocular, es decir la retina y el humor vítreo. El 
alcance de los fármacos a la retina se ve dificultado por la barrera hemato-retiniana ya sea 
por vía periocular e incluso por vía intravítrea debido a la capa celular que separa la retina 
del vítreo19. Con respecto a la vía sistémica, para que ésta tenga una llegada efectiva al ojo 
sobrepasando las barreras hemato-oculares se necesitan altas concentraciones del fármaco 
en el plasma sanguíneo de manera que se expone a todo el cuerpo al mismo y, por ende, 
trae aparejado eventos adversos sistémicos. Brevemente, la arteria oftálmica es la arteria 
principal que suministra sangre vascular a las distintas estructuras oculares y nace de la 
arteria carótida interna en el humano. A partir de la arteria oftálmica, nace la arteria central 
de la retina, las ciliares posteriores y anteriores que proveen de la vasculatura ocular. Para 
evitar los eventos adversos por exposición inadecuada se intenta desarrollar, a nivel 
mundial, técnicas y vías de administración local de quimioterapia18,20–22.  
Una de las técnicas de administración local de quimioterapia en el retinoblastoma es la 
infusión súper-selectiva de quimioterapia en la arteria oftálmica del paciente (SIAO). Esta 
técnica fue desarrollada inicialmente por los japoneses23 para la infusión de fármacos 
antineoplásicos por la vía intraarteria carótida interna, la llamaron infusión selectiva de la 
arteria oftálmica. Más recientemente en el grupo de D. H. Abramson desarrollaron la 
infusión súper-selectiva de la arteria oftálmica (SIAO) en la que cateterizaron en forma 
directa la arteria oftálmica24,25.  
La infusión de quimioterapia por vía SIAO se realiza bajo anestesia general. Se punza una 
arteria femoral y se administra heparina (70 UI/kg). Luego se introduce un microcatéter que 
se sitúa en el ostium de de la arteria oftálmica. Una vez ubicado el microcatéter se realiza 
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una angiografía selectiva de la arteria oftálmica para visualizar la angioanatomía (Figura I.3). 
La infusión del quimioterápico se realiza manualmente en forma de bolos pequeños 
repetidos (inyección pulsátil). Se inyecta un volumen de 30 ml a una velocidad de 
30 ml/min. En caso de infundirse dos fármacos en un ojo se inyectan 15 ml de cada uno a la 
misma velocidad. Luego de finalizada la infusión se retira el microcatéter y se realiza la 
hemostasis de la arteria femoral por compresión manual. Cuando es despertado, el niño 
permanece internado al menos 5 horas para observación24. 
La principales ventajas de la administración de quimioterapia por vía SIAO incluyen la 
reducción de la incidencia de eventos adversos asociados a la quimioterapia sistémica y el 
tiempo de internación de los pacientes, lo que lleva a una mejora notable de la sobrevida 
ocular y de la calidad de vida de los pacientes tratados. Los efectos adversos informados se 
limitan casi exclusivamente a la esfera ocular26–28. Aunque su uso se ha popularizado 
rápidamente en los principales centros del mundo de tratamiento de retinoblastoma26–30, 
existen muy pocas referencias bibliográficas sobre la farmacocinética de las drogas 
utilizadas por esta vía. 
 
Figura I.3: Angiografía superselectiva de la infusión SIAO en el globo ocular. 
 
Otra vía factible, utilizada también en la clínica, es la inyección directa en el humor vítreo 
(intravítrea). Este es un procedimiento invasivo que tiene cierto grado de riesgo, como daño 
o hemorragia retiniana, cataratas, endoftalmitis e hipertensión ocular, especialmente si 
necesita ser realizado frecuentemente. Sin embargo, es muy efectiva para hacer llegar 
fármacos al segmento posterior del ojo y minimiza las complicaciones sistémicas. Para evitar 
la inyección repetida de fármaco existen distintos desarrollos de dispositivos biodegradables 
y no biodegradables para la liberación sostenida de fármacos18.  
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I.5. Fármacos antineoplásicos: melfalan y topotecan 
El topotecan es una molécula sintética, análogo de la camptotecina, un alcaloide 
extraído de la planta Camptotheca acuminata, activo contra el retinoblastoma. El 
mecanismo de acción del topotecan está basado en la inhibición de la enzima 
topoisomerasa I, lo que causa rupturas en la cadena simple del ADN lo cual lleva a arresto 
celular y apoptosis31. El topotecan posee actividad contra el retinoblastoma tanto in vitro 
como in vivo32,33. Además, tiene características favorables para la farmacocinética, como ser 
su buena penetración a través de la barrera hematoencefálica, que es importante en 
pacientes con retinoblastoma con invasión en el sistema nervioso central33,34.  
La molécula de topotecan presenta un equilibrio entre la forma ácida lactona y su forma 
carboxilato (Figura I.4). Como la estructura activa es la lactona35,36, es importante que las 
formulaciones mantengan esta forma ya que el carboxilato no es activo pero es igualmente 
tóxico.  
 
 
Figura I.4: Equilibrio entre la forma lactona (A) y carboxilato (B) del topotecan. 
 
La administración sistémica de topotecan conlleva la aparición de efectos adversos 
hematológicos severos como la neutropenia y la trombocitopenia37. Por esta razón, explorar 
y estudiar vías de administración alternativas y desarrollar sistemas de liberación que 
aumenten la biodisponibilidad local ocular del fármaco y reduzcan la exposición sistémica al 
mismo es un desafío primordial para mejorar el tratamiento del retinoblastoma. Asimismo, 
se ha observado que la eficacia del topotecan está vinculada estrechamente con el esquema 
terapéutico en tumores pediátricos (dosis y frecuencia)38. Por ello, además de la búsqueda 
de la vía de administración local óptima, es necesario definir el esquema terapéutico más 
favorable y viable en la práctica clínica. En particular, en células de retinoblastoma humano 
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y de línea comercial se ha observado un aumento muy considerable en la potencia del 
topotecan luego del tratamiento metronómico (cinco días a la semana por dos semanas) de 
dichas células respecto del tratamiento convencional (una vez a la semana por dos 
semanas)39. Estos resultados sientan un precedente importante y potencialmente 
trasladable al tratamiento del retinoblastoma. Otro punto importante a considerar sobre el 
topotecan es que presenta una vida media corta, la cual podría sortearse con una 
formulación de liberación sostenida que proteja al fármaco de su degradación química en el 
entorno biológico40.  
El melfalan (Figura I.5) es un fármaco alquilante con acción citotóxica, miembro de la 
familia de las mostazas nitrogenadas. Su actividad contra el retinoblastoma se reportó hace 
más de dos décadas habiéndose utilizado en la administración intravítrea41. Sin embargo, su 
uso se extendió recientemente en la utilización de la vía SIAO y en la administración intra-
vítrea42. Su principal mecanismo de eliminación es la excreción renal y la degradación 
espontánea a sus metabolitos mono- y di- hidroxi43. Es sumamente tóxico, provoca 
mielosupresión con riesgo de vida incluyendo neutropenia y trombocitopenia. La duración y 
severidad de la mielosupresión dependen de la dosis y duración del tratamiento. La 
toxicidad no hematológica más frecuente es gastrointestinal (náuseas, vómitos, diarrea), 
provocada por altas dosis de melfalan44. 
 
 
Figura I.5: Molécula de melfalan. 
 
I.6. Nuevas formulaciones 
Como ya se mencionó en I.4 para reducir los posibles daños provocados por inyecciones 
intravítreas repetidas es importante el desarrollo de formulaciones que permitan aumentar 
el tiempo de permanencia de los fármacos en el humor vítreo. Además, en el caso del 
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topotecan sería útil buscar una formulación que permita mantener las estabilidad de la 
molécula en su forma lactona que es la farmacológicamente activa35,36. 
Una aproximación es la utilización de sistemas de liberación de fármacos utilizando 
polímeros biocompatibles que permitan liberar el fármaco de manera controlada en el 
tejido blanco y así mantener la concentración del fármaco en niveles terapéuticos durante 
un tiempo más prolongado en el tratamiento del retinoblastoma. 
Los biomateriales más utilizados para la preparación de sistemas de liberación de 
fármacos pertenecen al grupo de los poliésteres alifáticos, entre los cuales se destacan el 
ácido poli(láctico) (PLA), el ácido poli(glicólico) (PGA), su copolímero el ácido poli(láctico-co-
glicólico) (PLGA) y la poli(ε-caprolactona) (PCL). Todos ellos son, biocompatibles y cuentan 
con la autorización de la FDA para ser usados en medicina. Estos polímeros tienen varias 
ventajas tales como buenas propiedades mecánicas, baja toxicidad, excelente 
biocompatibilidad y cinéticas de biodegradación predecibles45. Debido a la elevada 
hidrofobicidad de la PCL, en los últimos años se han sintetizado copolímeros de PCL con 
polietilenglicol (PEG), el cual le otorga hidrofilicidad al copolímero, logrando de esta manera 
ajustar la velocidad de liberación de los fármacos. Además, estos copolímeros de bloque de 
PCL-PEG-PCL (PCEC) se han empezado a utilizar para la formación de hidrogeles 
biodegradables de liberación controlada de fármacos46. 
 
I.7. Conceptos generales de farmacocinética y modelos animales 
La farmacocinética involucra la cinética (estudio de la concentración en función del 
tiempo) de absorción, distribución, metabolismo y excreción de un fármaco47.  
Los parámetros más utilizados en la presente tesis son el aclaramiento (Cl), el volumen 
de distribución (VD), la concentración máxima (Cmax) y el área bajo la curva (ABC ó AUC). Las 
ecuaciones que los relacionan son las siguientes48: 
 
 
El aclaramiento (Cl) se define como el volumen de fluido biológico, como sangre, por 
unidad de tiempo. Sus unidades se expresan como volumen por unidad de tiempo. Donde 
D0 es la dosis (cantidad de fármaco en el cuerpo) a tiempo 0, k es la constante de velocidad 
de eliminación del fármaco. El volumen de distribución (VD) se define como el volumen 
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hipotético que relaciona la concentración del fármaco en el fluido biologico con la cantidad 
de fármaco y generalmente se expresa en unidades de volumen. CP
0 es la concentración del 
fármaco en plasma a t=0. La concentración máxima (Cmax) se alcanza cuando la velocidad de 
absorción y de eliminación del fármaco se hacen iguales. El área bajo la curva (ABC ó AUC) 
de concentración vs. tiempo es otro parámetro que se puede utilizar para comparar entre 
tratamientos. El ABC se puede calcular gráficamente mediante el método trapezoidal: 
a∫
b f(x).dx ≈ (b-a) . [f(a) + f(b)]/2 
El cálculo de los parámetros farmacocinéticos sirve para relacionar la farmacocinética y 
la dinamia con la eficacia y seguridad del tratamiento farmacológico. Además en esta tesis 
nos permiten comparar entre vías de administración de quimioterápicos para proponer la 
que permita la máxima disponibilidad local ocular de los fármacos en el tratamiento del 
retinoblastoma. 
La realización de estudios de farmacocinética clínica en pacientes pediátricos conlleva 
diversas dificultades. Al tratar con niños pequeños el volumen de muestra que se puede 
tomar es reducido (no más de 1 ml por toma). Por ello, la cantidad de muestras con las que 
se cuenta para calcular los parámetros farmacocinéticos es reducida y la elección de los 
tiempos de toma de muestra debe ser realizado de manera cautelosa tal de obtener la 
mayor información posible.   
Una alternativa es la utilización de modelos animales para el estudio de la 
farmacocinética de agentes activos en retinoblastoma, aunque presentan limitaciones. En 
general el conejo es un buen modelo para la farmacocinética del vítreo49. En cuanto a la 
vasculatura, el flujo de sangre en la retina y en la coroides y las paredes vasculares son 
similares en humanos y en conejos. Los valores de aclaramiento y volumen de distribución 
difieren muy poco en humanos y conejos, lo que hace que este modelo animal sea 
predecible clínicamente para los estudios de farmacocinética del vítreo. La actividad 
metabólica en el ojo es baja en caso de haber alguna. En general, los fármacos 
administrados por vía intravítrea son eliminados del ojo a través de las barrera hemato-
oculares y el flujo excretor del humor acuoso y no vía metabolismo. La comparación de 
datos farmacocinéticos entre el humano y el conejo no ha revelado diferencias de 
metabolismo en la eliminación vítrea de fármacos. 
El cerdo es un modelo adecuado para llevar a cabo la infusión SIAO y los estudios 
farmacocinéticos debido a que su tamaño permite una cateterización factible de la arteria 
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oftálmica50,51 que en el conejo no puede realizarse. La anatomía de la vasculatura porcina ha 
sido bien caracterizada para su uso como modelo para conducir investigaciones y en 
entrenamiento de radiología intervencionista52. No obstante, hay diferencias en el 
suministro al nervio óptico y a las estructuras oculares entre el cerdo y el humano que 
deben ser tenidas en cuenta como limitaciones de nuestro modelo. Entre las diferencias 
anatómicas entre humanos y cerdos, la arteria oftálmica en cerdos es una continuación de 
la carótida externa mientras que en humanos nace de la carótida interna50,52,53. Más aún, en 
el nervio óptico porcino no hay arteria retiniana central pero hay seis arterias periféricas 
que irrigan el nervio con vasos piales54. Por lo tanto, estas diferencias anatómicas entre 
especies pueden conducir a diferencias en la disponibilidad de fármacos en las estructuras 
oculares incluyendo el nervio óptico luego de la infusión SIAO. Además, nuestro modelo 
animal es no tumoral y, en la situación clínica, las concentraciones de quimioterapia en los 
tejidos oculares pueden diferir de los obtenidos en el presente estudio debido a 
interrupciones de la barrera hemato-retiniana causadas por el tumor como se ha propuesto 
para carboplatino en pacientes con retinoblastoma comparado con el modelo animal no 
tumoral55. No obstante, la influencia del tumor en el nervio óptico en la disponibilidad de la 
quimioterapia no se ha caracterizado antes. Finalmente, el suministro de sangre ocular en 
cerdos es usualmente compartido por ambos ojos. 
 
I.8. Declaración ética 
Para el desarrollo de los estudios de farmacocinética clínica (Capítulo II.3) se siguieron 
los principios de la Declaración de Helsinki y el protocolo N° 662 (y enmienda) de 
investigación fue aprobado por el comité de ética institucional del Hospital de Pediatría JP 
Garrahan (Cápitulo VII). Se incluyeron pacientes cuyos padres, madres o tutores aceptaron 
participar del estudio con firma de consentimiento informado.  
En todos los estudios con animales (Capítulos II.4, III y IV) se siguieron los lineamientos 
de la Association for Research in Vision and Ophthalmology for the use of Animals in 
Ophthalmic and Vision Research y los respectivos protocolos fueron aprobados por el 
comité de bienestar animal del Hospital de Pediatría JP Garrahan, Argentina (Capítulo VII). 
Los números de protocolos correspondientes son los 861, 869 y 15-037. 
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II.1. Introducción 
En el presente capítulo se abordarán distintos estudios de farmacocinética de melfalan y 
topotecan luego de la administración superselectiva intraarteria oftálmica (SIAO) en 
pacientes y en cerdos.  
En primer lugar se abordan aquellos estudios orientados al desarrollo de la infusión SIAO 
en la clínica de pacientes con retinoblastoma intraocular. Estos estudios son los primeros y 
los únicos con los que se cuenta en bibliografía acerca de la disposición de los fármacos 
quimioterápicos luego de la administración por esta vía local. La llegada de la infusión SIAO 
cambió el paradigma de tratamiento para la enfermedad intraocular. Si bien el desarrollo de 
la vía SIAO se asumió como local ocular, era aconsejable comprobar si los fármacos 
infundidos alcanzaban cierta exposición sistémica. Es importante determinarla dada la 
relación ya conocida entre la exposición sistémica de topotecan o melfalan y los eventos 
adversos graves, como mielosupresión severa, tal como se ha publicado previamente en 
pacientes con neuroblastoma o meduloblastoma o aquellos sujetos a trasplante autólogo de 
células madres hematopoyéticas en el tratamiento de tumores sólidos43,56–58.  
Los pacientes que requieren administración tándem, es decir, infundir ambos ojos en el 
mismo procedimiento dada la enfermedad bilateral, o aquellos pacientes que requieren 
aumento de dosis por ser refractarios al tratamiento, necesitan mayores dosis que las 
utilizadas en los casos de enfermedad unilateral o de respuesta inicial satisfactoria. En estos 
grupos de pacientes el aumento de la dosis podría resultar en neutropenia severa (grado III, 
grado IV). Esto retrasa el inicio del siguiente ciclo y desmejora la calidad de vida del 
paciente, y en definitiva afecta la eficacia clínica del tratamiento quimioterápico.  
Como alternativa, se aborda en el presente trabajo de tesis doctoral el estudio de 
farmacocinética clínica de la administración concomitante de melfalan y otro agente activo 
y potencialmente sinergista in vivo como es el topotecan. De comprobarse esta sinergia, 
sería factible disminuir la dosis de melfalan en presencia de topotecan siempre que se 
obtenga un efecto farmacológico similar, pero con la gran ventaja de disminuir la incidencia 
de eventos adversos. Para ello, se evaluó la actividad citotóxica de la administración de 
melfalan y de topotecan y el sinergismo entre ambas drogas en cultivos de líneas celulares 
de retinoblastoma demostrándose la actividad sinérgica in vitro. 59. En base a estos 
resultados, y dada la experiencia clínica del grupo del Memorial Sloan Kettering Cancer 
 32 
Center60 se incorporó a la terapéutica del retinoblastoma en el Hospital de Pediatría J. P. 
Garrahan (HPJPG) la administración concomitante de topotecan y melfalan en ciertos 
pacientes que así lo requiriesen. Al introducirse una nueva asociación medicamentosa en la 
práctica clínica, es importante evaluar si el efecto toxico de los dos agentes mielosupresivos 
es aditivo o comparable respecto de la administración del quimioterápico como agente 
único. Es por ello que en este capítulo se aborda la evaluación de la posible interacción 
farmacocinética y de farmacodinamia de pacientes con retinoblastoma intraocular luego de 
la infusión de topotecan y melfalan en la misma sesión de quimioterapia comparando 
respecto de la cohorte de pacientes que sólo recibieron melfalan SIAO. Otro aspecto a ser 
evaluado es el que se relaciona con la secuencia de administración de los agentes. Esto es 
particularmente importante dada la inestabilidad de la solución reconstituida de melfalan61, 
por ello en la clínica la solución de melfalan se reconstituye minutos  previos a ser infundido. 
Además, Dado que la infusión SIAO de melfalan puede causar alteraciones en la vasculatura 
del ojo durante la infusión62, la farmacocinética de otros fármacos administrados luego del 
melfalan podría verse limitada por este hecho. Por lo tanto, se evaluó si hubo algún efecto 
en la farmacocinética plasmática de melfalan según la secuencia de administración de los 
quimioterápicos infundidos Para evaluar este punto, se propuso evaluar si la administración 
del primer fármaco afectaba la farmacocinética del segundo y viceversa, en una evaluación 
aleatoria de la secuencia de administración en pacientes con retinoblastoma con indicación 
del oncólogo de tratamiento concomitante.  
El retinoblastoma extraocular es todavía un problema clínico en los países en desarrollo. 
La invasión temprana del nervio óptico se manifiesta sólo microscópicamente y es 
importante para predecir la recidiva extraocular cuando el tumor se extiende más allá de la 
lámina cibrosa. Si no se trata suele ocurrir la invasión masiva del nervio óptico causando la 
diseminación directa al sistema nervioso central (SNC). Los pacientes con enfermedad 
extraocular, especialmente aquellos con invasión del SNC tienen una tasa de sobrevida 
significativamente menor que aquellos con enfermedad intraocular63,64. Para mejorar la 
sobrevida se necesita un tratamiento agresivo temprano65. El tratamiento actual involucra, 
entre otros, la administración de quimioterapia a altas dosis por vía sistémica66. Dado que la 
invasión del nervio óptico es crucial para la diseminación de la enfermedad, es importante 
mejorar la biodisponibilidad de quimioterapia en este tejido para contener dicha 
diseminación. Teniendo en cuenta que la arteria oftálmica suministra la sangre al nervio 
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óptico en su segmento orbital, se asume  que deben llegar al nervio óptico niveles mayores 
de quimioterapia por la vía SIAO comparada con la endovenosa. Sin embargo, la exposición 
de quimioterapia en el nervio óptico luego de la infusión SIAO o de la infusión endovenosa 
nunca ha sido caracterizada, aunque esta última es la vía utilizada en el caso de enfermedad 
extraocular. Por ello, es que se propuso y se desarrolla en el presente capítulo de la tesis 
doctoral, evaluar la exposición de quimioterapia en el nervio óptico de animales que reciben 
una dosis alta de topotecan luego de la infusión SIAO respecto del gold standard, la infusión 
intravenosa de la misma dosis. El topotecan fue seleccionado por la vasta experiencia de los 
investigadores de la Unidad de Farmacocinética Clínica del HPJPG con este fármaco y la 
determinación de su biodisponibilidad en distintos modelos animales y fluidos biológicos.    
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II.2. Hipótesis y objetivos 
Hipótesis 
La vía SIAO a pesar de ser una vía súper selectiva local ocular de administración de 
fármacos podría derivar en cierta exposición sistémica del fármaco la cual podría estar 
asociada con la incidencia de eventos adversos hematológicos en pacientes. Dicha 
incidencia puede asociarse con la dosis del fármaco administrado y con la combinación de 
agentes sinergistas.  
Por otro lado, la administración SIAO de quimioterapia podría mejorar la 
biodisponibilidad del fármaco  en las estructuras oculares del globo ocular infundido y 
especialmente en el nervio óptico, respecto de la infusión endovenosa (IV) de la misma 
dosis de fármaco. 
 
Objetivos 
 Caracterizar la farmacocinética de melfalan en plasma luego de la infusión SIAO en 
pacientes con retinoblastoma. 
 Caracterizar los eventos adversos que se manifiestan asociados a la quimioterapia por 
infusión SIAO de melfalan y evaluar la incidencia de los mismos. 
 Evaluar la relación entre farmacocinética de melfalan e incidencia de eventos adversos. 
 Caracterizar la farmacocinética de melfalan y de topotecan en su administración 
concomitante en pacientes con retinoblastoma. 
 Determinar la incidencia de los eventos adversos que se manifiestan asociados a la 
quimioterapia por infusión SIAO de melfalan concomitante a topotecan. 
 Comparar la incidencia de eventos adversos hematológicos serios (neutropenia grado III y 
IV) en aquellos pacientes tratados con melfalan respecto de los que recibieron la 
asociación melfalan-topotecan. 
 Evaluar la influencia de la secuencia de administración de melfalan y topotecan en la 
farmacocinética de cada fármaco. 
 Estudiar la farmacocinética sistémica y ocular de topotecan, con especial atención en el 
nervio óptico, luego de la administración por vía SIAO en cerdos. 
 Estudiar la farmacocinética sistémica y ocular de topotecan, con especial atención en el 
nervio óptico, luego de su administración por vía endovenosa (IV) en cerdos. 
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 Comparar la farmacocinética ocular de topotecan entre la vía SIAO y la IV en las distintas 
estructuras oculares y en relación con la exposición sistémica en el animal. 
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II.3. Enfermedad intraocular 
II.3.1. Materiales y métodos 
II.3.1.1. Materiales 
- El clorhidrato de topotecan estándar fue donado por Asofarma S.A. (Argentina). 
- El topotecan inyectable liofilizado fue de marca Topokebir® (Aspen, Argentina). 
- Los solventes usados para cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) fueron marca 
Sintorgan (Argentina). 
- El agua grado HPLC fue obtenida usando un sistema Milli-Q de marca Millipore 
Corporation (Billerica, MA, USA). 
- Los introductores de 5-French fueron de marca Johnson & Johnson (Cordis1, USA). 
- Los catéteres guía de 5-French fueron de marca Stryker Neurovascular (Fremont, CA). 
- Los microcatéteres fueron de marca Marathon® (Irvine, CA, USA). 
- Los catéteres guía fueron de marca Mirage® (Irvine, CA, USA). 
- El hilo de sutura de Nylon 2.0 fue Mononylon 2.0 (Ethicon). 
- La cefalexina fue de Laboratorio Ruminal, Argentina. 
- El carprofeno fue de marca Caroprobay® (Bayer Animal Health, Argentina). 
- La buprenorfina fue de laboratorio Lafedar, Argentina. 
- El cloruro de potasio fue de laboratorio Norgreen, Argentina. 
 
II.3.1.2. Pacientes y tratamiento 
Una primera cohorte de pacientes fue tratada con melfalan administrado por infusión 
SIAO. Esta cohorte incluyó pacientes recaídos o con retinoblastoma intraocular refractario 
en los que la administración SIAO fue utilizada como terapia de rescate en segunda línea 
luego de la recaída o progresión de la enfermedad luego del tratamiento con quimioterapia 
administrada por vía sistémica. En cada ciclo, los pacientes recibieron una dosis de entre 3 y 
7 mg de melfalan mediante infusión SIAO como se describió en el capítulo I.4. Los pacientes 
administrados con melfalan en ambos ojos (terapia en tándem) recibieron una dosis inicial 
calculada para cada ojo de acuerdo a lo descripto hasta el momento del estudio24,67. La dosis 
administrada en los ciclos subsiguientes fue determinada según el criterio del oftalmólogo y 
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del oncólogo tratantes basados en la respuesta clínica y la toxicidad ocular obtenida en el 
primer ciclo. 
Luego, una segunda cohorte de pacientes fue tratada con melfalan y topotecan, ambos 
infundidos uno a continuación del otro. Se incluyeron aquellos pacientes con 
retinoblastoma intraocular según: 
1. Pacientes con retinoblastoma unilateral sin tratamiento previo, a los que se les propuso 
una terapia ocular de salvataje y que por el grado de avance de la enfermedad el equipo 
clínico lo consideró como opción farmacológica. 
2. Pacientes con retinoblastoma bilateral que sufrieron recidiva o fueron refractarios al 
tratamiento con quimioterapia sistémica (carboplatino, melfalan o ambos) en los cuales 
se intentó el salvataje de al menos un ojo, independientemente del grupo intraocular. 
 
Cada fármaco fue infundido de manera pulsátil durante 15 minutos en forma secuencial 
con un orden indistinto en cada ciclo. El régimen de quimioterapia consistió en: (1) melfalan 
administrado en dosis previamente reportadas, 3 mg para niños menores de 2 años, 4 mg 
para niños entre 2 y 3 años y 5 mg para niños mayores de 3 años a dosis máxima de 
melfalan de 0,5 mg/kg; y (2) topotecan a dosis de 0,5 mg para niños menores de 1 año y 
1 mg para niños mayores24. El melfalan fue reconstituido inmediatamente previo al 
procedimiento, mientras que el topotecan fue reconstituido previamente en la farmacia del 
hospital68. 
En todos los casos, los pacientes fueron sujetos a examen clínico luego del 
procedimiento y se realizó un análisis completo de sangre a los 10 y 21 días 
aproximadamente luego del procedimiento o en caso de ser requerido para control clínico. 
Luego de cada ciclo de quimioterapia la toxicidad hematológica se graduó de acuerdo al 
“Common Terminology Criteria for Adverse Events” version 4.069. 
 
II.3.1.3. Farmacocinética: toma de muestras y bioanálisis 
En todos los casos se tomó una muestra de sangre periférica (1 ml) a partir del acceso 
venoso heparinizado utilizado para administrar los anestésicos a los siguientes tiempos: 
previo al inicio de la infusión y a los 30, 60, 120 y 180 minutos de finalizada la misma. En el 
caso de administraciones bilaterales, se tomó una muestra adicional al final de la infusión 
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SIAO del primer ojo. En el caso de la administración de melfalan concomitante con 
topotecan se tomaron las muestras descriptas y además, una muestra al finalizar la infusión 
del primer fármaco.  
Las muestras fueron centrifugadas a 6000 rpm durante dos minutos. Luego, 200 l de 
plasma se precipitaron con 220 l de metanol/HCl (10:1) y se centrifugaron a 10000 rpm 
durante dos minutos. Los sobrenadantes metanólicos se almacenaron a -20ºC hasta la 
cuantificación posterior del melfalan y/o topotecan.  
La cuantificación de topotecan y melfalan se realizó por cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) en un cromatógrafo Agilent 1100 acoplado a un detector de fluorescencia 
Agilent 1200. El método analítico de cada fármaco fue validado. 
Para el análisis de melfalan se usaron las siguientes condiciones cromatográficas 
basándose en la modificación de los métodos publicados por otros autores previamente70: 
- Columna: Waters Novapack C18, 4mm, 150x4.6 mm en serie con columna Waters 
Symmetry C18, 4 µm, 4,6x250 mm y con una precolumna C18. 
- Fase móvil: Buffer-Acetonitrilo (77:23)  
Buffer: 6 g de NaH2PO4 en 1 L de agua desionizada, llevada a pH 3,5 con H3PO4 
- Flujo: 1,0 ml/min 
- Longitud de onda de excitación y emisión: 270 nm / 350 nm 
- Rango lineal: 10 a 700 ng/ml 
Para el análisis de topotecan se usaron las siguientes condiciones cromatográficas 
basándose en la modificación de los métodos publicados por otros autores previamente71,72: 
- Columna: Novapack 150 x 4.6 mm, C18, 4 m 
- Fase móvil: acetonitrilo - buffer (15:85) 
Buffer: trietilamina 2 % llevada a pH 5,5 con ácido acético glacial 
- Flujo: 1,0 ml/min 
- Longitud de onda de excitación /emisión: 370 nm / 530 nm 
- Rango lineal: 1 a 600 ng/ml 
 
II.3.1.4. Farmacocinética: análisis de datos 
Los análisis de farmacocinética poblacional se realizaron utilizando una aproximación por 
modelos mixtos no lineales, implementado en un programa de distribución gratuita 
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(Monolix v3.2, Berkeley, C.A.)73. Los parámetros farmacocinéticos estimados fueron el 
aclaramiento (Cl), el volumen de distribución del compartimiento central (Vc) y periférico 
(Vp) y el aclaramiento intercompartimental (Q) asumiendo una distribución log-normal. La 
relación entre las características individuales específicas del paciente (covariables) y los 
parámetros farmacocinéticos de melfalan o topotecan fueron evaluados por medio de un 
análisis univariado. Las covariables incluyeron: dosis, edad, sexo, área de la superficie 
corporal y, para el estudio de melfalan concomitante a topotecan, se incluyó la secuencia de 
tratamiento (melfalan luego topotecan o topotecan luego melfalan). Para retener una 
covariable en el modelo farmacocinético evaluamos la significancia para explicar en alguna 
medida la variabilidad interindividual observada en los parámetros. Así, una covariable fue 
considerada significativa si su adición al modelo estructural reducía el valor de la función 
objetivo en al menos 3,84 unidades (p<0,05), disminuía la variabilidad inter-individual en el 
parámetro farmacocinético en estudio y si el coeficiente que relaciona la covariable y el 
parámetro farmacocinético se hacía significativamente diferente de 0 (p<0,05). 
Para cada ciclo en el que se evaluó la farmacocinética de melfalan como único fármaco 
se calculó el área bajo la curva (ABC) para los perfiles de concentración plasmática versus 
tiempo. El área bajo la curva fue obtenida luego de simular los datos de concentración 
versus tiempo basados en la estimación individual de los parámetros farmacocinéticos y 
luego calculada usando la regla del trapezoide log-lineal. Finalmente, el área bajo la curva, la 
Cmax y la concentración plasmática de melfalan luego de 2 y 4 horas de iniciada la infusión 
fueron comparadas entre la administración unilateral y en tándem (bilateral) considerando 
un análisis de la varianza para medidas repetidas con un nivel de significancia de p<0.05. El 
error residual fue evaluado usando un modelo de error proporcional mixto y aditivo. 
Para el estudio de melfalan concomitante a topotecan se testearon los modelos de uno y 
dos compartimentos para describir separadamente los datos de las concentraciones 
plasmáticas de ambos fármacos en función del tiempo. Se evaluaron diferentes modelos de 
error residual, incluyendo un modelo de error constante (aditivo) y un error mixto 
(proporcional y aditivo). Los modelos fueron elegidos basados en el valor de la función 
objetivo, la significancia estadística y en la inspección visual de la bondad del ajuste. Luego 
de obtenido el modelo estructural, se realizó un análisis univariado de covariables al igual 
que se explicó anteriormente. Una vez identificadas las covariables estadísticamente 
significativas relacionadas con los parámetros cinéticos de topotecan y de melfalan, se 
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realizó una aproximación forward y luego backwards para seleccionar aquellas que 
quedarían finalmente retenidas en el modelo y obtener el modelo final de covariables. 
Basados en la estimación individual de los parámetros farmacocinéticos obtenidos del 
modelo final (incluyendo covariables), obtuvimos los datos de concentración plasmática 
simulados en función del tiempo para topotecan y melfalan para calcular por medio de la 
regla del trapezoide log-lineal la exposición sistémica (área bajo la curva de concentración 
en función del tiempo) para cada ciclo en el que se realizó el estudio farmacocinético. 
 
II.3.1.5. Análisis estadístico 
Para determinar la asociación entre la exposición sistémica al melfalan y la dosis se 
usaron modelos de efectos mixtos lineales usando el programa R-project (R-Project for 
Statistical Computing; disponible en http://www.r-project.org/). 
Para los análisis de seguridad (eventos adversos), calculamos la incidencia de toxicidad 
hematológica como la relación entre el número de ciclos en los que los pacientes 
desarrollaron neutropenia severa (grado III y IV) con respecto al número total de ciclos 
analizados en el estudio. Además, se comparó la incidencia de neutropenia severa luego de 
administrar la combinación de quimioterápicos respecto de los valores obtenidos en 
aquellos pacientes que presentaron el evento adverso luego de recibir una dosis menor o 
igual a 0,5 mg/kg de melfalan como agente único. La comparación en la incidencia de 
neutropenia se realizó por medio del test de exactitud de Fisher con un nivel de significación 
de p<0,05.  
 
II.3.2. Resultados y discusión 
II.3.2.1. Población de pacientes 
En el estudio de la farmacocinética de melfalan administrado por infusión SIAO como 
agente único se evaluaron un total de 36 ciclos de quimioterapia en 17 pacientes (42 ojos). 
Las características demográficas de los pacientes incluidos en el estudio se resumen en la 
Tabla II.1. 
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Tabla II.1 Demografía y características de los pacientes con retinoblastoma 
intraocular al inicio de la terapia SIAO con melfalan 
Características Mediana (rango) o Número 
Edad (años) 1,8 (0,6-6,2) 
Peso (kg) 11,4 (8,8-20,5) 
BSA (m2) 0,5 (0,4-0,8) 
Sexo 
   Masculino 12 
   Femenino 14 
Pacientes con tratamiento previo 
   Quimioterapia sistémica 17 (mediana de 5 ciclos de 
carboplatino, etopósido y vincristina y 
un caso recibió 5 ciclos de topotecan 
como terapia de segunda línea) 
   SIAO (con topotecan y CPT) 5 
Administración 
   Unilateral 30 
   Bilateral 6 
Dosis de melfalan (mg)   
   3 7 
   4 6 
   5 14 
   6 6 
   7 3 
 
En el estudio de farmacocinética de melfalan y topotecan, un total de 26 pacientes (27 
ojos) recibieron 66 sesiones de la combinación de quimioterápicos administrados por vía 
SIAO. Las características y demografía de los pacientes están resumidas en la Tabla II.2. 
Todos los ciclos fueron elegibles para evaluar la toxicidad sin embargo, los estudios de 
farmacocinética fueron llevados a cabo en 39 ciclos de 21 pacientes ya que 4 pacientes 
mostraron falta de acceso vascular apropiado y un paciente se excluyó del estudio de 
farmacocinética por falta de consentimiento del padre/madre o tutor. 
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Tabla II.2 Demografía y características de los pacientes al inicio de la 
terapia de melfalan concomitante a topotecan. 
Características 
Mediana (rango) o 
Número 
Edad (años) 1,6 (0,8-7,4) 
Peso (kg) 12 (8-30) 
BSA (m2) 0,51 (0,35-1,0) 
Sexo 
   Masculino 12 
   Femenino 14 
Número total de ojos tratados 27 
Número de ciclos evaluados 66 
 
Pacientes con tratamiento previo 
   Quimioterapia sistémica 22 
   SIAO (con topotecan y carboplatino o 
melfalan como agente único) 
12 
   Terapia Puente (grupo D) 2 
   Primera línea (grupo D) 3 
  
Dosis de melfalan (mg) 
   2 1 
   3 26 
   3,5 2 
   4 19 
   5 8 
   6 8 
   7 1 
   8 1 
 
II.3.2.2. Farmacocinética de melfalan administrado SIAO como agente único 
A partir de los datos de 131 concentraciones plasmáticas se desarrolló un modelo 
bicompartimental con eliminación de primer orden como se detalla en la Figura II.1, para un 
paciente unilateral representativo. 
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Figura II.1 Perfil de concentración versus tiempo luego de infusión SIAO de 5 mg de 
melfalan (símbolos: concentraciones plasmáticas de melfalan observadas; líneas: 
concentraciones predichas por el modelo). Paciente administrado unilateralmente. 
 
En pacientes tratados en ambos ojos se observó que el intervalo de tiempo entre el fin 
de infusión del primer ojo y el comienzo del segundo ojo tenía un impacto en la disposición 
plasmática del fármaco como se muestra en la Figura II.2.  Así, cuanto más rápido el cambio 
de posición del catéter para infundir el segundo ojo a tratar, menor la disminución de las 
concentraciones plasmáticas en la primera hora de infusión. 
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Figura II.2: Perfil de concentración versus tiempo luego de la infusión SIAO de 5 mg de 
melfalan (símbolos: concentraciones plasmáticas de melfalan observadas; líneas: 
concentraciones predichas por el modelo). Dos pacientes administrados bilateralmente con 
intervalo corto (línea sólida) e intervalo largo (línea punteada) de tiempo entre infusiones. 
En el segundo caso el intervalo entre infusiones fue de 30 minutos. 
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En los tratamientos bilaterales con un intervalo de tiempo mayor a 5 minutos entre 
ambas infusiones se observó un perfil bimodal mientras que con un perfil clásico de infusión 
constante sólo se observó un pico de concentración (Figura II.2).  
Dado que a algunos pacientes se les administró melfalan en múltiples ocasiones, se 
estudió la variabilidad en la farmacocinética del melfalan entre sesiones y la misma fue 
incorporada en el modelo farmacocinético estructural. Así, los parámetros de 
farmacocinética poblacional obtenidos para el modelo estructural se presentan en la Tabla 
II.3.  
 
Tabla II.3 Parámetros farmacocinéticos de melfalan luego de la infusión SIAO en pacientes 
con retinoblastoma 
Parámetro  Melfalan agente único 
Cl (l/h/kg) 0,51 (0,03) 
Vc (l/kg) 0,18 (0,04) 
Q (l/h/kg) 0,93 (0,15) 
Vp (l/kg) 0,25 (0,03) 
ABC/D (ng.h/ml)/mg 165,5 (83,8-397,6) 
Los datos se muestran como mediana (rango). Para Cmax se muestran los datos de las 
administraciones unilaterales. Cl: aclaramiento, Q: aclaramiento intercompartimental, Vc, Vp: 
volumen de distribución del compartimento central y periférico, respectivamente, ABC/D: área bajo 
la curva de concentración versus tiempo corregida por la dosis (D), Cmax: concentración plasmática 
máxima corregida por la dosis (D). 
 
Se observó una gran variabilidad interindividual en los parámetros farmacocinéticos 
calculados, tal que la misma fue del 56% para el aclaramiento y el 52% para el volumen de 
distribución. El análisis de covariables mostró que la variabilidad interindividual en el 
aclaramiento y en el volumen de distribución del compartimento pudo en parte ser 
explicada por la edad, el peso y la superficie de área corporal (p<0,05). En la construcción 
del modelo final sólo se consideró el peso ya que explicó el 81% de la variabilidad 
interindividual en el aclaramiento y del 75% en el volumen de distribución. Por otro lado, se 
observó una relación entre la exposición sistémica al melfalan, expresada como área bajo la 
curva, y la dosis corregida por el peso, como se muestra en la Figura II.3. 
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Figura II.3: Relación entre la exposición sistémica y la dosis (expresada por kg del peso 
corporal total). Los símbolos representan la exposición sistémica al melfalan individual y la 
línea las concentraciones predichas por el modelo considerando la aproximación de efectos 
mixtos lineales. ABC: área bajo la curva de concentración. 
 
Los parámetros farmacocinéticos de melfalan estimados en la presente tesis doctoral 
están en relación cercana con aquellos obtenidos previamente luego de la administración IV 
en niños con enfermedad maligna, y sometidos a trasplante de células madres. En dichos 
estudios, los pacientes recibieron una dosis entre 140 y 180 mg/m2 total, en una población 
con una mediana de peso de 18,8 kg (lo cual equivale aproximadamente a 6 mg/kg de dosis, 
realizando la conversión de superficie corporal a peso). El aclaramiento y el volumen de 
distribución reportados fueron de 10,1 l/h y 4,8 l, respectivamente44. Por lo tanto, al corregir 
éstos parámetros por el peso corporal de dicha población (0,54 L/h/kg y 0,25 L/kg), y luego 
de administrar una dosis por vía IV casi 10 veces mayor a la utilizada en la presente tesis 
doctoral, los parámetros farmacocinéticos entre estudios resultan ser comparables (mismo 
orden de magnitud). Esto denota la linealidad en la farmacocinética a pesar del amplio 
rango de dosis utilizadas (Tabla II.3).  
Luego de administrar una dosis fija, la variabilidad interindividual en el aclaramiento de 
melfalan se traduce en una amplia variabilidad de la exposición sistémica. Por ello, en el 
análisis de los datos se encontró que hubo una correlación significativa entre la exposición 
sistémica (ABC, área bajo la curva) y la dosis corregida por el peso corporal (Figura II.4). Así, 
esta relación permitiría dosificar más precisamente al paciente según su peso corporal.  
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Figura II.4 Gráfico de cajas de la exposición sistémica del melfalan según la dosis infundida. 
 
En la literatura se han propuesto dosis entre 3 y 7,5 mg pero no existe un acuerdo 
general entre los distintos grupos acerca de la dosis a utilizar en cada caso 74,75 
La anatomía vascular, el wedge flow (flujo parcial de la infusión por una incorrecta 
posición del tip distal del microcatéter) y la respuesta clínica al tratamiento, son factores 
que influyen en la dosis de quimioterapia a ser elegida para la infusión SIAO. Por otro lado, 
una limitante para la dosis máxima a administrar sería la aparición de mieoluspresión 
severa. La mielotoxicidad relacionada con la dosis es el evento adverso más frecuente del 
melfalan en administración IV76,77. Sin embargo, en los estudios de infusión SIAO de 
melfalan sólo se reporta neutropenia leve 75. Esta observación puede deberse a que Gobin y 
col.24 sugirieron utilizar una dosis límite de 0,5 mg/kg de melfalan para la administración por 
vía SIAO y por ello, al no trabajar con dosis mayores no observaron eventos adversos 
hematológicos serios con alta frecuencia. En concordancia con dicha observación, en los 
estudios realizados en el marco de la presente tesis doctoral se observó que los pacientes 
que recibieron una dosis mayor a 0,48 mg/kg tuvieron un valor de área bajo la curva 
significativamente mayor que aquellos que recibieron dosis menores (p<0,05, Figura II.4) y 
un 50 % de probabilidad de presentar neutropenia grado 3 o 4 comparado con la incidencia 
de ésta toxicidad hematológica de 0 % en aquellos pacientes que recibieron dosis menores. 
Esta observación indica que existe una incidencia de eventos adversos diferencial según la 
dosis administrada. Así, corregir la dosis de melfalan por el peso corporal del paciente 
podría ser útil para la práctica clínica para evitar eventos adversos serios y en particular, 
cuando se deben realizar administraciones en ambos ojos o tándem o se deben considerar 
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incrementos en las dosis por falta de respuesta clínica para los ciclos de quimioterapia 
subsecuentes. En los casos de prescripción de dosis mayores a 0,48 mg/kg de melfalan se 
debería estar atento a la posibilidad de que los pacientes desarrollen neutropenias severas. 
Por el contrario, si bien limitar la dosis se asociaría a un menor riesgo de toxicidad 
hematológica, también se vería reducida la cantidad de fármaco que llega al ojo afectado 
por el tumor. Para evaluar el efecto de disminuir la dosis en la exposición ocular, se 
realizaron simulaciones con un caso hipotético de un paciente de 1 a 3 años de edad con 
peso corporal de 10 kg con retinoblastoma bilateral. Los cálculos se hicieron usando la 
media de los parámetros farmacocinéticos descriptos en la Tabla II.3 y se utilizaron las 
constantes de velocidad intercompartimental entre el plasma y el humor vítreo obtenidas 
de los estudios en animales realizados en el marco de otra tesis doctoral59. Así, según las 
simulaciones realizadas, si se administrara una dosis de 4 mg por ojo se obtendría una 
exposición en el plasma y el vítreo del paciente de ABCpl: 1507,8 ng/ml y ABCvit: 105,4 ng/ml, 
respectivamente. Al reducir la dosis al límite propuesto de 0,48 mg/kg (2,4 mg por ojo en el 
presente caso hipotético) para evitar toxicidad hematológica, la exposición sistémica u 
ocular disminuiría en un 40 % aproximadamente (ABCpl: 904,7 ng/ml y ABCvit: 63,3 ng/ml). 
Entonces la alternativa de bajar la dosis para disminuir la incidencia del evento adverso 
disminuiría la disponibilidad ocular de melfalan a valores por debajo de los terapéuticos. Por 
lo tanto, la combinación con un agente sinergista como por ejemplo el topotecan podría 
servir como una opción farmacológica para reducir la incidencia de toxicidad hematológica a 
melfalan y potencialmente mejorar el efecto farmacológico ante una reducción de dosis.  
 
II.3.2.3. Farmacocinética de melfalan administrado SIAO concomitante a topotecan 
En la segunda cohorte de pacientes estudiados, los mismos fueron administrados con 
melfalan a dosis menores a 0.5 mg/kg y concomitante a topotecan. Para desarrollar el 
modelo farmacocinético de melfalan, se utilizaron los datos de 21 pacientes de los cuales se 
obtuvieron un total de 177 concentraciones plasmáticas. Se eligió un modelo 
bicompartimental ya que ajustó adecuadamente los datos de concentración de melfalan en 
función del tiempo. Los parámetros farmacocinéticos estimados incluyeron el aclaramiento 
(Cl), volumen de distribución de los compartimentos central y periférico (VC y VP), y el 
aclaramiento intercompartimental (Q) asumiendo una distribución log-normal. 
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Luego de establecido el modelo estructural, la normalización de la dosis por el peso 
corporal resultó en una mejora del modelo farmacocinético al explicar el 49 % de la 
variación interindividual del aclaramiento y el 66 % de dicha variabilidad en el volumen de 
distribución de melfalan. El modelo estructural corregido por el peso corporal ajustó 
adecuadamente los datos experimentales tal como puede observarse en la Figura II.5. En 
dicha figura se representan los datos de la concentración plasmática individual en función 
del tiempo, la línea sólida representa el modelo predicho para un paciente típico con un 
peso corporal de 10 kg que recibió 3 mg de melfalan SIAO concomitante con topotecan. 
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Figura II.5: Concentración de melfalan en función del tiempo luego de la infusión SIAO en 
pacientes con retinoblastoma. Los símbolos representan las concentraciones plasmáticas de 
melfalan observadas y la línea las concentraciones predichas por el modelo. 
 
Otras covariables demográficas no mejoraron el modelo farmacocinético y por eso sólo 
se retuvo el peso en el modelo con significación estadística (p<0,001). Los parámetros 
poblacionales normalizados por el peso corporal se resumen en la Tabla II.4.  
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Tabla II.4 Parámetros de la farmacocinética poblacional de melfalan luego de la infusión 
SIAO en pacientes con retinoblastoma 
Parámetro  
Melfalan concomitante 
con topotecan 
Melfalan agente único 
Cl (l/h/kg) 0,44 (0,02)¥ 0,51 (0,03) 
Vc (l/kg) 0,23 (0,02)¥ 0,18 (0,04) 
Q (l/h/kg) 0,67 (0,14)¥ 0,93 (0,15) 
Vp (l/kg) 0,26 (0,02)¥ 0,25 (0,03) 
ABC/D (ng.h/ml)/mg* 150,8 (68,6-321,4)¥ 165,5 (83,8-397,6) 
 
Los datos se muestran como media (error estándar) excepto que se indique otra cosa. *Dato como 
mediana (rango). Cl: aclaramiento, Q: aclaramiento intercompartimental, Vc, Vp: volumen de 
distribución del compartimento central y periférico, respectivamente, ABC/D: área bajo la curva de 
concentración vs tiempo corregida por la dosis (D). ¥: p≤0,05 cuando se compararon los parámetros 
farmacocinéticos de melfalan obtenidos luego de su administración como agente único y 
concomitante a topotecan. 
 
Al igual que en el estudio previo de farmacocinética de melfalan administrado como 
agente único, en el presente estudio se observó una relación lineal entre la exposición 
sistémica o área bajo la curva (ABC) a melfalan y la dosis corregida por el peso tal como se 
muestra en la Figura II.6 (p<0,05). Este resultado es muy importante ya que a pesar de 
administrar topotecan de manera concomitante, éste no afecta la relación entre el ABC y la 
dosis de melfalan.  
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Figura II.6: Relación entre la exposición sistémica al melfalan (área bajo la curva de 
concentración versus tiempo) y la dosis luego de la administración SIAO.  
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Más aún, al comparar los parámetros farmacocinéticos de melfalan obtenidos luego de 
su administración SIAO como único fármaco respecto de aquellos obtenidos luego de la 
administración concomitante a topotecan, no se observaron diferencias significativas tal 
como se detalla en la Tabla II.4 y se discute en el punto II.3.2.4. 
 
II.3.2.4. Efecto del topotecan en la farmacocinética de melfalan 
Es importante mencionar que era posible que existieran interacciones farmacocinéticas 
entre melfalan y topotecan. Específicamente, se pudo demostrar que el aclaramiento de 
melfalan es inversamente proporcional a la exposición sistémica y el área bajo la curva es 
proporcional a la incidencia de toxicidad hematológica. Un cambio en los parámetros 
farmacocinéticos resultante de la interacción entre melfalan y topotecan podría determinar 
un patrón de toxicidad hematológica diferente cuando se use la combinación. Este podría 
ser el caso en que la exposición sistémica a melfalan aumente con la infusión concomitante 
de topotecan, y por lo tanto la mielosupresión esperada para esos ciclos cambie de acuerdo 
a los parámetros farmacocinéticos78.  
Como se detalló en los ítems II.3.2.2 y 0 se caracterizó la farmacocinética de melfalan 
luego de la infusión unilateral y bilateral, y esos datos fueron usados para comparar la 
farmacocinética de melfalan en su administración concomitante a topotecan. La 
administración de topotecan fue evaluada como una covariable en el modelo 
farmacocinético del aclaramiento de melfalan, sin resultar significativa la relación entre la 
presencia de topotecan y dicho parámetro cinético (p>0.05). Así, la exposición sistémica de 
melfalan no se modificó por la administración concomitante de topotecan (Figura II.7; 
p<0,05). 
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Figura II.7: Comparación entre la exposición sistémica corregida por la dosis de melfalan 
(ABC/D) con y sin topotecan concomitante. 
 
II.3.2.5. Farmacocinética de topotecan administrado por vía SIAO concomitante a 
melfalan 
Asimismo, se caracterizó la farmacocinética del topotecan luego de la infusión SIAO a 
partir de los datos obtenidos de 21 pacientes. La farmacocinética de topotecan se describió 
adecuadamente utilizando un modelo bicompartimental y usando un modelo de error 
residual aditivo contemplando el valor correspondiente al límite de cuantificación tal como 
se muestra en la Figura II.8. 
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Figura II.8: Concentración de topotecan en función del tiempo luego de la infusión SIAO en 
pacientes con retinoblastoma. Los símbolos representan las concentraciones plasmáticas de 
topotecan observadas y la línea las concentraciones predichas por el modelo. 
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Como se describió previamente para melfalan, los parámetros farmacocinéticos de 
topotecan fueron normalizados por el peso corporal luego de evaluarse la asociación 
significativa con esta covariable y los parámetros farmacocinéticos (p<0,001). El peso 
corporal fue la única variable incorporada en el modelo ya que ningún otro parámetro 
demográfico o clínico pudo explicar la variabilidad interindividual observada en los 
parámetros farmacocinéticos. Así, se detalla en la Tabla II.5 la media de los parámetros 
obtenidos para el modelo final. 
 
Tabla II.5: Parámetros de la farmacocinética poblacional de topotecan luego de la infusión 
SIAO en pacientes con retinoblastoma 
Parámetro  Topotecan 
Cl (l/h/kg) 0,67 (0,072) 
Vc (l/kg) 0,53 (0,09) 
Q (l/h/kg) 2,86 (0,34) 
Vp (l/kg) 0,72 (0,07) 
ABC/D (ng.h/ml)/mg* 95,5 (34,5-237,9) 
Los datos se muestran como media (error estándar) excepto que se indique otra cosa. *Dato como 
mediana (rango). Cl: aclaramiento, Q: aclaramiento intercompartimental, Vc, Vp: volumen de 
distribución del compartimento central y periférico, respectivamente, ABC/D: área bajo la curva de 
concentración versus tiempo corregida por la dosis (D). 
 
Estos resultados son correspondientes con la farmacocinética de topotecan reportada 
previamente en pacientes oncológicos pediátricos79,80. En este sentido, la media del 
aclaramiento sistémico de topotecan total (lactona más carboxilato) luego de la infusión 
SIAO fue 0,67 l/h/kg o el equivalente a 8 l/h (peso medio de la población de 12 kg). Este 
valor es cercano al de un aclaramiento de 9 a 10 l/h reportado en pacientes pediátricos que 
reciben topotecan IV durante 30 minutos calculado en base a un área de superficie corporal 
de 1,2 m2 79,80. Así la farmacocinética del topotecan no cambia si el fármaco es administrado 
por vía SIAO o por vía IV en pacientes pediátricos. 
Otro aspecto a mencionar es que la exposición sistémica al topotecan en su forma de 
lactona es de aproximadamente un 30 % de la del topotecan total79,81. Dado que la 
exposición sistémica media obtenida en el presente estudio fue de 95,5 ng*h/ml (Tabla II.5) 
para topotecan total, especulamos que la mediana de la exposición sistémica de topotecan 
lactona sería de 30 ng*h/ml luego de cada ciclo de administración SIAO. Este valor es 
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importante porque se han reportado eventos hematológicos severos cuando la exposición 
sistémica a topotecan es mayor o igual a 180 ng*h/ml80, una cantidad que es difícilmente 
alcanzable en los pacientes luego de la administración de 1 mg de topotecan por vía SIAO. 
Por ello, se puede asumir que será muy baja la incidencia de neutropenia severa en 
pacientes infundidos con topotecan por vía SIAO a las dosis de trabajo mencionadas. 
 
II.3.2.6. Efecto de la secuencia de administración de melfalan y topotecan 
En total, se analizaron 20 ciclos de infusión SIAO con melfalan y luego topotecan y 19 
ciclos con la secuencia inversa. Como se muestra en la Figura II.9 y en la Figura II.10, no se 
evidenciaron diferencias estadísticamente significativas al comparar la exposición sistémica 
de melfalan o topotecan con respecto a la secuencia de administración de fármacos 
(p<0,05). 
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Figura II.9: Comparación entre la exposición sistémica corregida por la dosis de melfalan 
(ABC/D vs tiempo) y la secuencia de administración de fármacos. 
 
 
 54 
TP T-M F L M F L -TP T
0
5 0
1 0 0
1 5 0
2 0 0
2 5 0
S e c u e n c ia  d e  a d m in is t r a c ió n
T
P
T
 -
 A
B
C
/
D
 (
(n
g
 *
h
/
m
l)
 /
 m
g
)
 
Figura II.10: Comparación entre la exposición sistémica corregida por la dosis de topotecan 
(ABC/D vs tiempo) y la secuencia de administración de fármacos. 
 
Las implicancias del orden de administración son importantes ya que el melfalan debe 
ser reconstituido inmediatamente antes de su uso debido a su inestabilidad61. Si el melfalan 
debiera administrarse en primer lugar, la intervención quirúrgica sería más prolongada ya 
que se debería tener en cuenta el tiempo de reconstitución del fármaco y su estabilidad en 
la solución. Esto implica no sólo un gasto en cuanto al tiempo de intervención 
(horas/hombre) sino que se prolonga el tiempo de anestesia del paciente, lo cual es 
absolutamente no recomendado. Por el contrario, el topotecan puede ser reconstituido 28 
días previos a la intervención porque su solubilidad y estabilidad permiten su preparación 
sin pérdida de eficacia82. Dado que no se encontró un efecto de la secuencia de 
administración en la farmacocinética plasmática de melfalan, el topotecan puede ser 
infundido en primer lugar mientras tanto el melfalan es reconstituido por otro operador o 
en la farmacia y llevado inmediatamente a la sala de intervención quirúrgica. 
 
II.3.2.7. Toxicidad 
La infusión SIAO de melfalan como agente único fue bien tolerada y se observaron muy 
pocos eventos adversos incluyendo 3 episodios de neutropenia grado III y 5 eventos de 
neutropenia grado IV. En total, 3 de los 4 pacientes que recibieron tratamiento bilateral 
desarrollaron neutropenia severa. En el 50 % de los ciclos en los cuales los pacientes 
recibieron tratamiento bilateral con dosis mayores a 0,48 mg/kg, se observó neutropenia 
grado III o IV. En esta población de estudio, la incidencia de neutropenia severa fue de 
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16,3 %. Es decir, uno de los resultados más importantes del estudio es la observación de que 
los eventos adversos hematológicos serios ocurrieron a dosis mayores de 0.48 mg/kg. 
Respecto de los demás eventos adversos evaluados, la toxicidad oftalmológica fue leve e 
incluyó edema orbital en 3 ciclos y madarosis en 2 pacientes y en ningún caso se requirieron 
transfusiones estando todos los pacientes vivos luego de 2 años de seguimiento. 
En cuanto al estudio de la incidencia de eventos adversos de los 26 pacientes evaluados 
en 66 ciclos de la combinación de melfalan y topotecan por vía SIAO, esta terapia fue bien 
tolerada. Se registraron 7 episodios de neutropenia grado III en 5 pacientes y sólo un caso 
de neutropenia grado IV, pero ningún paciente fue hospitalizado por fiebre o neutropenia. 
Así, tomando en cuenta todos los pacientes, la incidencia de neutropenia grado III y IV fue 
10,6% y 1,5%, respectivamente tal como se muestra en la Tabla II.6. Es decir, la incidencia 
de neutropenia severa registrada luego de la administración concomitante de melfalan y 
topotecan fue de 12.1%. Además de la toxicidad hematológica, un paciente presentó otra 
toxicidad grado III que consistió en parálisis del III nervio craneal, que se resolvió con 
corticoesteroides 
En ninguna de las dos cohortes de pacientes estudiadas se requirió transfusión 
sanguínea y ningún paciente demostró enfermedad metastásica. 
 
Tabla II.6: Toxicidad hematológica 
Tratamiento / parámetro 
Melfalan concomitante a 
Topotecan 
Melfalan agente-único¥  
Pacientes 26 21 
Ciclos 66 49 
Edad (años) 1,6 (0,8-7,4) 1,7 (0,5-6,2) 
Peso (kg) 12 (8-30) 10,1 (8,8-20,5) 
Dosis (mg/kg) 0,30 (0,16- 0,44) 0,35 (0,24-0,50) 
Ciclos con neutropenia severa 8 8 
Incidencia de neutropenia (%) 12,1* 16,3* 
* p>0,05. 
¥ se evaluaron 49 ciclos de los 21 pacientes que recibieron melfalan SIAO en dosis menores a 
0,5 mg/kg. 
 
Como puede observarse en la Tabla II.6, la incidencia de neutropenia severa no fue 
significativa al comparar la administración de melfalan como agente único respecto de la 
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administración concomitante con topotecan (p>0,05). Los resultados obtenidos muestran 
que la combinación de melfalan y topotecan por vía SIAO resultaron en el mismo patrón e 
incidencia de efectos secundarios que aquellos reportados para melfalan como agente único 
mientras que en el caso del tratamiento concomitante, se introduce un segundo fármaco 
activo para el tratamiento de este tumor agresivo, potencialmente sinergista a melfalan tal 
como se describió en los estudios in vitro59. Esta conclusión tiene una significancia muy 
prometedora en el tratamiento del retinoblastoma ya que brinda solidez científica al 
tratamiento conjunto de dos fármacos como alternativa terapéutica en casos clínicos que 
así lo requieran. 
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II.4. Enfermedad diseminada 
II.4.1. Materiales y métodos 
II.4.1.1. Materiales 
- El clorhidrato de topotecan fue donado amablemente por Asofarma S.A. (Argentina). 
- El topotecan inyectable liofilzado fue de marca Topokebir® (Aspen, Argentina). 
- Los solventes usados para cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) fueron marca 
Sintorgan (Argentina). 
- El agua grado HPLC fue obtenida usando un sistema Milli-Q de marca Millipore 
Corporation (Billerica, MA, USA). 
- Los cerdos fueron de raza Landrace (peso entre 25 y 30 kg). 
- La ketamina fue de marca Inducmina® (Dr Gray, Argentina). 
- El midazolam fue de marca Midazolam Gemepe® (GEMEPE, Argentina). 
- La atropina fue de laboratorio Norgreen S.A (Argentina). 
- El propofol fue de marca Dubernard® (Northia, Argentina). 
- El isofluorano fue de laboratorio Baxter Healthcare (Puerto Rico). 
- El fentanilo fue de laboratorio Northia (Argentina). 
- El pancuronio fue de marca Bemicin (Northia, Argentina). 
- La fuente de calor con forzador de aire fue de marca Warm Touch (Mallinckrodt, 
Medical). 
- Los introductores de 5-French fueron de marca Johnson & Johnson (Cordis1, USA). 
- Los catéteres guía de 5-French fueron de marca Stryker Neurovascular (Fremont, CA). 
- Los microcatéteres fueron de marca Marathon® (Irvine, CA, USA). 
- Los catéteres guía para los microcatéteres fueron de marca Mirage® (Irvine, CA, USA). 
- Los hilos de sutura de Nylon 2.0 fue Mononylon 2.0 (Ethicon). 
- La cefalexina Fue de Laboratorio Ruminal, Argentina. 
- El carprofeno fue de marca Caroprobay® (Bayer Animal Health, Argentina). 
- La buprenorfina fue de laboratorio Lafedar, Argentina. 
- EL cloruro de potasio fue de laboratorio Norgreen, Argentina. 
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II.4.1.2. Esquema de administración y toma de muestras 
Se utilizaron 5 cerdos de la raza Landrace los cuales fueron sedados y mantenidos bajo 
ventilación mecánica durante los estudios50,51. Para la sedación se administró una inyección 
intramuscular de 20 mg/kg de ketamina en combinación con 0,8 mg/kg de midazolam y 
0,1 mg/kg de atropina. Luego, la anestesia general fue inducida con una inyección 
endovenosa de 2,2 mg/kg de propofol y mantenida bajo ventilación mecánica con 
isofluorano 2% y 2 µg/kg de fentanilo y 0,1 mg/kg de pancuronio. Los animales recibieron 
solución salina concomitante a la anestesia a través de la vena marginal. La temperatura 
corporal y los parámetros cardio-respiratorios fueron monitoreados continuamente usando 
un dispositivo de medición de temperatura rectal, un electrocardiógrafo externo y un 
oxímetro de pulso. 
Cada animal fue sujeto a dos estudios de farmacocinética. En el primer estudio, se 
realizó la infusión SIAO de topotecan (4 mg). La dosis de 4 mg es mayor a la usada en la 
práctica clínica para la infusión SIAO (1-2 mg). Sin embargo, una dosis menor hubiese 
resultado en concentraciones no detectables en los tejidos oculares luego de la infusión IV 
debido al volumen de distribución del animal. Como se describió previamente y de acuerdo 
a la anatomía vascular del modelo porcino50,52,53. Brevemente, bajo anticoagulación con 
heparina (75 UI/kg) se accedió a la arteria femoral por punción percutánea usando una 
aguja 16 G en el punto donde se traza una línea imaginaria desde el último pezón y cruza 
perpendicularmente el ligamento inguinal. Se utilizó un introductor vascular de 5-French 
que se colocó en la arteria femoral del animal. Luego, se avanzó con un catéter guía de 5-
French por la arteria aorta y se posicionó en la arteria carótida derecha o izquierda y luego 
la arteria oftálmica fue cateterizada superselectivamente usando un microcatéter guía. Una 
vez en posición, se infundieron de manera pulsátil 4 mg de topotecan disueltos en 30 ml de 
solución salina en la arteria oftálmica durante 30 minutos53. Las muestras de sangre fueron 
obtenidas de la arteria femoral y recolectadas en tubos preheparinizados luego de 15 
minutos de finalizada la infusión. El ojo tratado con topotecan por vía SIAO fue enucleado 
30 minutos después de finalizada la infusión. Finalmente, se procedió a realizar la tarsorrafia 
para prevenir potenciales focos de infección usando sutura de Nylon 2,0.  
A partir del ojo enucleado se separó el humor vítreo, la retina y el nervio óptico. Todas 
las muestras fueron lavadas con PBS (NaCl 0,276 M, KCl 0,006 M, NaH2PO4 0,016 M y 
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K2HPO4 0,003 M) frío y almacenadas en hielo hasta su procesamiento. Luego, el animal fue 
recuperado de la anestesia y tratado con cefalexina a una dosis de 60 mg/kg IM cada 12 
horas por 5 días. Para evitar el dolor asociado al procedimiento quirúrgico se les administró 
carprofeno 4 mg/kg/día por 72 horas concomitante con buprenorfina 0,04 mg/kg SC cada 8 
horas por 24 horas luego del procedimiento. Durante el período postoperatorio los animales 
fueron  monitoreados frecuentemente (funciones cardiovasculares y respiratorias, 
temperatura corporal) por veterinarios entrenados.  
Luego de transcurridos 10 días de la primera intervención, el mismo animal fue sometido 
a un segundo estudio farmacocinético. El topotecan, a la misma dosis que la utilizada en el 
primer estudio (4 mg), fue infundido en la vena marginal de la oreja de los animales. Luego 
de 15 minutos del fin de la infusión se tomó una muestra de sangre periférica y luego de 30 
minutos se procedió a la enucleación del ojo remanente. Finalmente, el animal anestesiado 
fue sacrificado con una dosis de 1 meq/kg de KCl.  
 
II.4.1.3. Procesamiento de muestras y análisis de topotecan 
Las muestras de sangre fueron centrifugadas y el plasma fue separado y tratado como se 
describe en la sección II.3.1.3 y según reportes previos50. En cada estudio farmacocinético, 
luego de que el ojo fuera enucleado, el nervio óptico se dividió en dos segmentos. Se obtuvo 
un segmento proximal de 1 cm de largo medido desde la cabeza del nervio óptico y fue 
separado de la porción más distal del nervio aislado. Adicionalmente, la retina fue 
diseccionada y ambos, nervio óptico y retina, fueron lavados con PBS frío, pesados y 
homogeneizados con metanol ácido frío en una dilución 1 en 5 usando un Ultra-Turrax IKA 
T25 en un baño de hielo. Los sobrenadantes de los extractos metanólicos fueron 
almacenados a -20ºC hasta el momento del análisis. Las concentraciones de topotecan 
fueron determinadas por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia como se describió 
en la sección II.3.1.3. Las muestras fueron diluidas en metanol ácido cuando fue necesario. 
Los datos debajo del límite de cuantificación fueron asumidos como 1 ng/ml. 
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II.4.1.4. Análisis estadístico 
Las concentraciones de topotecan en los diferentes tejidos fueron comparadas entre 
grupos mediante el test no paramétrico de Wilcoxon implementado en el programa R-
project, considerando como nivel de significancia p<0,05 83. 
 
II.4.2. Resultados y discusión 
II.4.2.1. Farmacocinética de topotecan luego de la infusión SIAO 
Dado que no hay reportes previos de la distribución de quimioterapia a lo largo del 
nervio óptico, se caracterizó la concentración de topotecan en dos segmentos del tejido 
para determinar si el fármaco puede alcanzar concentraciones diferentes a lo largo del 
segmento orbital del nervio. Las concentraciones de topotecan en el nervio óptico distal y 
proximal luego de las infusiones SIAO fueron comparables (p<0,05) tal como se muestra en 
la Tabla II.7. Así, si un paciente presenta un tumor localizado en el nervio óptico más 
proximal o distal a la línea de sección, el mismo puede ser alcanzado de manera homogénea 
en toda la sección orbital por la quimioterapia usando la infusión SIAO.  
En la Tabla II.7 se muestra que las medianas (rango) de las concentraciones de topotecan 
en el nervio óptico distal y proximal fueron de 1864 (1768–6718) y 2633 (1528–3847) ng/g 
de tejido, respectivamente. Si consideramos una densidad de tejido igual al agua (1 g/ml), la 
concentración alcanzada sería de alrededor de 1864 ng/ml y 2633 ng/ml, respectivamente, 
lo cual sería aproximadamente 130 y 190 veces la concentración requerida para inhibir el 
50 % de un cultivo celular (IC50: 14 ng/ml33,39). Es decir, estas concentraciones alcanzadas 
excedieron notablemente la concentración necesaria para producir un efecto farmacológico 
antitumoral en el tejido luego de la infusión SIAO de topotecan. 
Las concentraciones de topotecan en la retina de los animales infundidos por vía SIAO 
fueron comparables con aquellas alcanzadas en el nervio óptico (p>0,05). Esto puede ser 
explicado dado que en el cerdo la retina es abastecida con sangre de la arteria ciliar que se 
ramifica desde la arteria oftálmica, mientras que el nervio óptico es irrigado por los vasos 
piales que se ramifican desde la arteria oftálmica y deriva en seis arterias retinianas laterales 
que circulan en la periferia del nervio óptico54. Así, como ambas estructuras están irrigadas 
por la arteria oftálmica del animal, era esperable que los niveles del fármaco fueran 
similares entre tejidos aunque el mecanismo local de eliminación pudiese variar. 
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En cuanto a las concentraciones alcanzadas en el vítreo de los animales infundidos con 
topotecan SIAO, la mediana (rango) de la concentración alcanzada fue de 1237 (246–
1371) ng/ml (Tabla II.7). Estudios previos mostraron que luego de la administración de 1 mg 
de topotecan por vía SIAO en el mismo modelo porcino, la mediana de la concentración 
máxima fue de 132 ng/ml50. Así, incrementando sólo en 4 veces la dosis, la concentración 
máxima obtenida fue casi 10 veces mayor a aquella previamente reportada. Por lo tanto, la 
exposición en el vítreo no aumentó proporcionalmente luego de la infusión de topotecan 
por vía SIAO en el cerdo. Este resultado podría ser explicado por saturación de los 
transportadores de la superfamilia ATP-binding cassette lo cual derivaría en menor 
penetración de topotecan por extrusión mediada por transportadores84–87. En este sentido, 
el topotecan es un conocido sustrato de al menos dos transportadores, el ABCG2 y el 
ABCB188–90. Estas proteínas fueron identificadas en células endoteliales de vasos retinianos y 
juegan un rol estratégico en la barrera hemato-ocular ya que extruyen sustratos de regreso 
a la circulación y de este modo limitan la disposición de fármacos a la retina y al vítreo.  
La concentración de topotecan alcanzada en plasma luego de 0,25 horas del final de la 
infusión SIAO, expresada como mediana (rango) fue 72,7 ng/ml (51,6-98,0) (Tabla II.7).  
 
Tabla II.7: Concentraciones de topotecan luego de la infusión de 4 mg de topotecan vía SIAO 
o IV en cerdos 
Tejido o fluido biológico 
Concentración de 
topotecan luego de 
SIAO 
Concentración de 
topotecan luego de IV 
Relación de 
concentraciones de 
topotecan SIAO/IV 
Nervio óptico proximal (ng/g tejido) 2633 (1528-3847)* 13,6 (1,0-70,7) 84 (54-668) 
Nervio óptico distal (ng/g tejido) 1864 (1768-6718)*‡ 20,8 (1,0-74,4)‡ 275 (25-1768) 
Retina (ng/g tejido) 4286 (3552-11434)*‡ 64,7 (30,0-84,7)‡ 143 (49-200) 
Vítreo (ng/ml) 1237 (246-1371)* 1,8 (1,0-22,1) 246 (56-687) 
Plasma (ng/ml) 72,7 (51,6-98,0)† 49,2(31,9-74,2) 1,9 (0,9-2,2) 
Los datos se muestran como mediana (rango). 
*p≤0,05; †p>0.05: comparando con los parámetros farmacocinéticos obtenidos en el mismo tejido 
luego de la infusión endovenosa. 
‡p>0.05 comparando la concentración de topotecan con el nervio óptico proximal. 
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II.4.2.2. Farmacocinética de topotecan luego de la infusión IV 
De manera similar a los resultados obtenidos luego de la infusión SIAO, la infusión IV de 
topotecan permitió obtener concentraciones homogéneas a lo largo del nervio óptico sin 
diferencias significativas entre la exposición en la porción proximal y la distal (p>0,05). En 
ambos segmentos del nervio óptico los niveles de topotecan fueron cercanos a 15 ng/g 
tejido (Tabla II.7). Nuevamente, asumiendo la densidad del tejido igual a la del agua, estos 
resultados muestran que las concentraciones alcanzadas luego de la infusión IV son del 
mismo orden que la IC50 o concentración requerida para inhibir el 50% de un cultivo celular 
reportada de 14 ng/ml33,39. Si bien estas concentraciones pueden ser consideradas 
farmacológicamente activas, cabe esperar que las concentraciones obtenidas a tiempos 
posteriores (esta concentración fue obtenida luego de 30 minutos de finalizada la infusión) 
sean menores, disminuyendo subsecuentemente a concentraciones no activas. 
Por otro lado, las concentraciones de topotecan en la retina y el plasma de los animales 
luego de la infusión IV fueron del mismo orden de magnitud y alrededor de 50 ng/ml. 
Incluso, la concentración de topotecan en el vítreo  fue sólo de 2 ng/ml (1-22)  (Tabla II.7). 
 
II.4.2.3. Comparación de las concentraciones oculares de topotecan luego de la infusión 
SIAO e IV 
Las concentraciones de topotecan obtenidas en el segmento proximal y distal del nervio 
óptico luego de la infusión IV son significativamente menores respecto de aquellas 
obtenidas por la vía SIAO (Figura II.11, Tabla II.7, p≤0,05). La concentración de topotecan en 
nervio óptico proximal fue 84 veces mayor luego de la infusión SIAO que luego de la IV, y 
para la porción distal esta relación subió a 275 veces. Más aún, la mediana de la 
concentración de topotecan en el nervio óptico luego de la infusión SIAO fue 
aproximadamente 160 veces la IC50 y luego de la infusión IV sólo se mantuvo cercana a la 
IC50. Por lo tanto, la exposición a la quimioterapia en el nervio óptico fue significativamente 
mayor luego de la infusión SIAO comparada con la IV. Esto tiene una implicancia directa en 
el tratamiento de los pacientes con diseminación en nervio óptico que actualmente son 
tratados con quimioterapia sistémica e invariablemente enucleados2,14, mientras que con la 
misma dosis vía infusión SIAO se podría alcanzar una exposición en el nervio óptico 
significativamente mayor. 
II – Infusión SIAO 
 
63 
Las concentraciones de topotecan en la retina luego de la infusión SIAO de topotecan 
fueron 143 veces mayores que luego de la infusión IV tal como se describe en la Figura II.12 
(p<0,05). En el caso del vítreo, dichas concentraciones fueron 246 veces mayores que luego 
de la infusión IV (Figura II.13, p<0,05). Esto demuestra que la vía SIAO tiene una 
biodisponibilidad aumentada en las estructuras oculares comparada con la infusión IV y 
puede tener un impacto directo en la terapéutica de los pacientes con retinoblastoma. Por 
otro lado, de ser utilizada la infusión SIAO para tratar el nervio óptico posiblemente 
diseminado de pacientes con enfermedad extraocular, una mayor biodisponibilidad en las 
estructuras oculares podría mejorar la reducción de la masa tumoral y así facilitar el 
procedimiento de enucleación que de por sí es peligroso en cuanto a riesgos de 
diseminación celular y lograr una extirpación de una longitud adecuada de nervio óptico 
para remover el tumor14,15.  
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Figura II.11: Concentraciones de topotecan luego de SIAO e IV en nervio óptico. (*p<0,05). 
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Figura II.12: Concentraciones de topotecan luego de SIAO e IV en retina. (*p<0,05). 
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Figura II.13: Concentraciones de topotecan luego de SIAO e IV en vítreo. (*p<0,05). 
 
Contrariamente a lo comentado, no hubo diferencias significativas en los niveles de 
topotecan en sangre luego de ambas rutas de administración (Tabla II.7, p>0,05). Esto 
podría implicar que, para la misma dosis administrada por ambas vías se obtendría un 
patrón de eventos adversos sistémicos similar. La administración de topotecan es 
ampliamente conocida por su relación con la aparición de toxicidad hematológica, 
específicamente neutropenia grado III ó IV91. Esta relación se mantiene de manera 
proporcional, a mayor exposición sistémica, mayor es la incidencia en la aparición del 
evento adverso. Entonces, ante la necesidad de la administración de quimioterapia para el 
tratamiento clínico, sería recomendable que la administración sea por una vía selectiva a las 
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estructuras afectadas por el tumor respecto de una vía menos selectiva pero que deriva en 
la misma toxicidad sistémica. 
Resumiendo, la vía SIAO resultó en concentraciones de topotecan mayores en el nervio 
óptico, en el vítreo y en la retina luego de la infusión SIAO respecto de la infusión IV de la 
misma dosis de 4 mg de topotecan mientras que ambas vías de administración derivaron en 
similar exposición en plasma  
 
II.4.2.4. Selectividad de la exposición ocular respecto de la exposición sistémica luego de 
la administración por vía SIAO respecto de la infusión IV. 
Además de ser importante el estudio de las concentraciones de topotecan alcanzadas en 
las estructuras oculares luego de la administración por cada vía, es necesario evaluar la 
selectividad para alcanzar los tejidos oculares respecto de la exposición sistémica. 
La mediana (rango) de la relación entre la exposición del nervio óptico al plasma luego 
de la infusión SIAO fue de 44 (16–59) mientras que luego de la infusión IV fue menor de 0,5 
(0.03–0.95). Además, la relación entre la exposición en el vítreo respecto del plasma luego 
de la infusión SIAO fue 13 (3–24) mientras que fue casi 0,1 (0.03–0.36) luego de la infusión 
IV.  
Para la retina la relación de las concentraciones con respecto al plasma luego de la 
infusión SIAO fue de 70 (44–100) mientras que para la infusión IV fue menor a 1,5 (0.89–
2.03). Esto implica que la exposición a topotecan de estos tejidos fue más de diez veces 
mayor que la exposición sistémica para la vía SIAO mientras que no se superó el valor de 1,5 
para la vía IV (Figura II.14, Figura II.15, Figura II.16, Tabla II.8). Estos resultados pueden 
explicar la eficacia observada en la clínica en ojos con tumor retiniano extensivo con la 
quimioterapia administrada vía SIAO. Por lo tanto, propusimos la selectividad de la vía SIAO 
para alcanzar las estructuras oculares mientras que minimizamos la probabilidad de eventos 
adversos sistémicos. Estos resultados pueden también implicar un mejor control del tumor 
ocular luego de la infusión SIAO facilitando y promoviendo, de este modo, una técnica más 
segura de enucleación. 
Por todo lo comentado, la infusión de topotecan por vía IV no sólo es inefectiva para 
alcanzar altas concentraciones en el nervio óptico, sino que también carece de selectividad 
para alcanzar tejidos con tumor exponiendo al resto del organismo a niveles innecesarios de 
quimioterapia.  
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Figura II.14: Relación de concentraciones de nervio óptico a plasma alcanzadas luego de las 
infusiones SIAO e IV. 
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Figura II.15: Relación de concentraciones de retina a plasma alcanzadas luego de las 
infusiones SIAO e IV. 
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Figura II.16: Relación de concentraciones de vítreo a plasma alcanzadas luego de las 
infusiones SIAO e IV. 
 
Tabla II.8: Relación de tejidos oculares a plasma de acuerdo a la vía de administración 
Relación de tejido o fluido, ruta de administración 
Mediana de la relación 
(rango) 
Nervio óptico - plasma, SIAO 44 (16–59) 
Retina - plasma, SIAO 80 (44–157) 
Vítreo - plasma, SIAO 19 (3–24) 
Nervio óptico - plasma, IV 0,35 (0,03–0,95) 
Retina - plasma, IV  1,24 (0,89–2,03) 
Vítreo - plasma, IV 0,09 (0,03–0,36) 
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III.1. Introducción  
Como se comentó en el capítulo I.3, si el tumor no es tratado a tiempo, las células 
tumorales de la retina invaden todas las direcciones del globo ocular incluyendo la 
coroides, esclera y las estructuras de la cámara anterior. La invasión del segmento 
anterior es considerada un factor determinante para la enucleación por la mayoría 
de los grupos clínicos aunque es controversial su valor como factor de riesgo para la 
diseminación extaocular92–94. Sin embargo, hay situaciones clínicas puntuales en las 
cuales podrían intentarse tratamientos conservadores aun en casos de 
diseminación en cámara anterior. El desarrollo de una técnica novedosa y segura 
para la llegada de quimioterapia al segmento anterior para el tratamiento del 
retinoblastoma anterior difuso fue propuesto como parte del desarrollo de un 
tratamiento para salvar el globo ocular. En este sentido, Munier y col.95 propusieron 
la administración intracameral de quimioterapia, lo cual permitió el control del 
tumor en dos pacientes y los mismos retuvieron la  función visual normal. A pesar 
de lo promisorio de las inyecciones intracamerales, éstas podrían provocar 
complicaciones con énfasis en las siembras extraoculares del tumor a través del 
recorrido de la aguja. 
La terapia tópica para el tratamiento del retinoblastoma ha recibido poca 
atención dada la pobre penetración de los fármacos al segmento posterior luego de 
la instilación18. Sin embargo, en el caso de dirigir la terapéutica contra posibles  
siembras tumorales en el humor acuoso, el fármaco sólo tiene que penetrar la 
córnea para estar  disponible en la cámara anterior. La córnea es la principal barrera 
para los fármacos para alcanzar el humor acuoso luego de la instilación18,96. 
Entonces, para un potencial uso clínico, es necesario maximizar la penetración 
transcorneal. Para prevenir una rápida eliminación del fármaco luego de su 
instilación a través de las lágrimas, la conjuntiva o el conducto naso-lagrimal 
elegimos la administración de una solución más viscosa y que mejore la 
biodisponibilidad en el humor acuoso aumentando la penetración a través de la 
córnea19,97.  
Debido a la alta solubilidad del topotecan en agua, es esperada una baja 
penetración a través de las membranas oculares98–100. Además, la instilación de una 
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solución acuosa de un agente quimioterápico podría desparramarse por las mejillas. 
Así, sería de interés desarrollar una formulación que tenga mayor viscosidad, que 
permita aumentar el tiempo de contacto del fármaco en el ojo y mejore la 
biodisponibilidad en el humor acuoso. Además, de ser utilizada en el ámbito 
hospitalario, es necesario desarrollar una formulación de fácil preparación en la 
farmacia hospitalaria.  
Por todo lo comentado, y teniendo en cuenta los objetivos terapéuticos 
establecidos y los requisitos generales, se propuso la elaboración de un ungüento 
cargado con topotecan y compuesto por vaselina y lanolina que es una combinación 
segura que se usa como lágrimas artificiales para la instilación en casos de sequedad 
ocular. Dadas las características fisicoquímicas de la lanolina, la misma permite 
solubilizar el topotecan en altas concentraciones y miscibilizarlo con la vaselina para 
formar el ungüento101. La lanolina es conocida por aumentar la penetración de 
fármacos en la administración dérmica102. Por lo tanto es razonable esperar un 
aumento de la penetración in vivo del topotecan luego de la administración del 
ungüento comparado con la administración de una solución acuosa. El beneficio de 
la formulación propuesta es la potencial traslación a la práctica clínica de pacientes 
con retinoblastoma con siembras en la cámara anterior. En estos casos, no sería 
necesario el uso de inyecciones intracamerales repetidas para alcanzar niveles 
terapéuticos de quimioterapia en el humor acuoso sino que la instilación repetida 
de un ungüento cargado con quimioterápico podría ser farmacológicamente 
activo95. Otra ventaja de la administración tópica es que se reduce el dolor ocular y 
la incomodidad, y se evitan potenciales siembras extraoculares en el recorrido de la 
aguja luego de la inyección, por lo tanto es un importante avance clínico. Al 
momento no hay ninguna formulación comercial ocular de topotecan para el 
tratamiento del retinoblastoma. 
En el presente capítulo se realizó la caracterización in vivo de la penetración de 
topotecan en el humor acuoso luego de la instilación de una solución acuosa y se la 
comparó con la biodisponibilidad del topotecan luego de la aplicación del ungüento. 
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III.2. Hipótesis y objetivos 
Hipótesis 
Luego de la instilación, el topotecan podría atravesar la córnea y alcanzar el 
humor acuoso in vivo, lo cual podría ser utilizado como vía alternativa al 
tratamiento del retinoblastoma diseminado en cámara anterior. 
 
Objetivos 
- Evaluar la farmacocinética del topotecan luego de la instilación de una solución 
acuosa en el ojo del conejo. 
- Preparación de un ungüento cargado con topotecan. 
- Evaluar la farmacocinética del topotecan luego de la instilación de un ungüento 
cargado con topotecan en el ojo del conejo.  
- Comparar la farmacocinética del topotecan luego de la instilación de la solución 
acuosa respecto de la administración del ungüento cargado con topotecan en el 
conejo. 
- Evaluar la acumulación de topotecan en el humor acuoso del modelo animal 
luego de la instilación de dosis múltiples de ungüento. 
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III.3. Materiales y métodos 
III.3.1. Materiales 
- El clorhidrato de topotecan fue donado por Asofarma S.A. (Argentina). 
- El topotecan inyectable liofilzado fue de marca Topokebir® (Aspen, Argentina). 
- Los solventes usados para cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) fueron 
marca Sintorgan (Argentina). 
- El agua grado HPLC fue obtenida usando un sistema Milli-Q de marca Millipore 
Corporation (Billerica, MA, USA). 
- Los conejos albinos fueron de raza New Zealand (peso entre 1,5 y 2,9 kg).  
- La ketamina fue de marca Inducmina® (Dr Gray, Argentina). 
- La xilazina fue de marca Seton® (Laboratorios Calier, Argentina). 
- El clorhidrato de fenilefrina 5% + tropicamida 0,5% fue de marca Fotorretin 
(Laboratorios Poen, Buenos Aires, Argentina). 
- El clorhidrato de proparacaina 0,5% fue de marca Anestalcon, (Laboratorios 
Alcon, Buenos Aires, Argentina). 
- El pentobarbital sódico + difenilhidantoína sódica de marca Euthanyle® 
(Laboratorios Brouwer, Argentina). 
- La fluoresceína fue de marca Fototopic® (Poen, Argentina). 
 
III.3.2. Formulaciones estudiadas 
Las gotas de solución acuosa de topotecan fueron preparadas en un flujo 
laminar por disolución directa de una ampolla de topotecan comercial en agua 
estéril. La ampolla (contiene 4 mg de topotecan, 48 mg de manitol y 20 mg de ácido 
tartárico) fue disuelta en 4 ml de agua estéril, de esta solución se tomó 1 ml, se le 
agregaron 3 ml de agua esteril, se ajustó a pH 6 con NaOH 0,1 M y se llevó a un 
volumen final de 5 ml. La concentración final de topotecan en la solución de 
instilación es de 0,2 mg/ml (0,02 %p/v).  
Además se preparó un ungüento oftálmico dispersando una solución acuosa de 
topotecan (0,1 % p/v, preparada a partir de estándar de topotecan y agua estéril) en 
una base de ungüento ocular (vaselina-lanonina, 70:30) siguiendo los lineamientos 
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de la USP32 <797>103. El ungüento resultante presenta una concentración final de 
topotecan de 0,03 % p/v. 
 
III.3.3. Farmacocinética in vivo 
En una primera instancia, se utilizaron veinte conejos, los cuales fueron 
evaluados por un oftalmólogo para determinar la aptitud ocular para desarrollar el 
estudio (libres de signos de inflamación ocular). Los animales fueron alimentados 
con alimento estándar, recibieron agua a libre demanda y fueron albergados en 
ciclos de 12 horas de luz y oscuridad en el bioterio del HPJPG. 
Los animales fueron divididos al azar en tres grupos. La primera cohorte recibió 
por instilación una dosis de 6 µg de topotecan en ambos ojos contenidos en 30 µl 
de solución acuosa de topotecan (0,02 % p/v de topotecan). Esta concentración fue 
elegida en base a reportes previos sobre la estabilidad del topotecan en solución 
acuosa a temperatura ambiente durante veintiocho días104. En el segundo grupo 
(n=5) los animales recibieron una dosis única de 10 µg de topotecan (contenidos en 
30 µl del ungüento) en ambos ojos utilizando una jeringa estéril. En este caso se 
eligió la concentración máxima de topotecan que pudo ser agregada al ungüento de 
acuerdo a la capacidad de cargar agua de la combinación lanolina/vaselina. Cabe 
señalar que la estrategia de administración bilateral fue empleada para reducir el 
número de animales en el estudio basados en el principio de las 3R (reducir, refinar 
y reemplazar)49. Por último, el tercer grupo (n=8) recibió 5 dosis de 10 µg de 
topotecan contenidos en 30 µl del ungüento, administrado en intervalos de 2 horas.  
Para la administración se separó suavemente el párpado inferior para formar un 
hueco y el fármaco fue instilado en el cul-de-sac del ojo. Luego de la instilación, se 
mantuvieron los párpados cerrados durante 10 segundos para minimizar la pérdida 
del fármaco. Luego, los animales fueron anestesiados con anestesia tópica (solución 
oftálmica de clorhidrato de proparacaina 0,5%) y sistémica utilizando ketamina 
0,5% (30 mg/kg) y xilacina (2 mg/kg). Asimismo, se dilató la pupila usando 
clorhidrato de fenilefrina 5% y tropicamida 0,5%. Una vez lograda la anestesia y 
analgesia, se obtuvieron muestras de humor acuoso utilizando una jeringa acoplada 
a una aguja 31-G luego de 0,083; 0,25; 0,5; 0,75 y 1 hora de la instilación de las 
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gotas o posterior a 0,5; 1; 2; 4 y 6 horas de la instilación de la dosis única de 
ungüento y 0,5; 1; 2; 3 y 4 horas luego de quinta instilación para el estudio de 
farmacocinética de las dosis múltiples. En todos los casos, se tomó sólo una muestra 
de cada ojo para preservar la fisiología ocular. 
Finalizado el estudio, los animales fueron sacrificados con un bolo IV de KCl 
(5 meq/kg). Sólo en el grupo que recibió las gotas se enuclearon los ojos y se separó 
la córnea para su posterior análisis. Si bien hubiese sido deseable cuantificar el 
topotecan en la córnea de los animales luego de la instilación del ungüento, debido 
a las propiedades fisicoquímicas del mismo, resultó difícil su separación de la córnea 
por lo que hubiera llevado a resultados erróneos debido a contaminación. Por eso 
sólo se determinaron las concentraciones de topotecan en el humor acuoso que es 
el objetivo principal de la diseminación celular en el retinoblastoma con infiltración 
difusa105. 
 
III.3.4. Procesamiento de muestras y análisis de topotecan 
Se trataron 50 μl de cada muestra de humor acuoso con 50 µl de metanol para 
cuantificar el topotecan en su forma lactona y otra alícuota se trató con 50 µl de 
metanol ácido (metanol/HCl, 10:1) para cuantificar el topotecan total. Luego, se 
agitó con vórtex por 10 segundos, se centrifugó a 12000 rpm durante 2 minutos y el 
sobrenadante se almacenó a -20ºC hasta su análisis por HPLC. Las córneas fueron 
homogeneizadas con metanol ácido (1mg de tejido: 4 µl de metanol ácido). 
La cuantificación del topotecan en los sobrenadantes fue realizada según la 
técnica analítica previamente validada y descripta en la sección II.3.1.3106.  
 
III.3.5. Análisis farmacocinético 
Los datos de concentración de topotecan en el humor acuoso en función del 
tiempo fueron ajustados a un modelo monocompartimental usando la estimación 
de máxima probabilidad implementada en el programa ADAPT V107. EL modelo se 
parametrizó en términos de la constante de velocidad de eliminación aparente (kel) 
de primer orden y de la constante de velocidad de absorción (ka), y el volumen de 
distribución del compartimento correspondiente al humor acuoso se fijó en 0,2 ml 
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según valores de reportes previos108. La estimación de los parámetros 
farmacocinéticos del topotecan luego de la instilación de una dosis única del 
ungüento sirvieron para simular el perfil de concentración en función del tiempo 
que sería obtenido en el estado estacionario luego de diferentes intervalos de 
administración del ungüento. Por ejemplo, se simuló la concentración del estado 
estacionario alcanzada si se administrara el ungüento cada 1, 2 o 4 horas. En base a 
los resultados obtenidos se eligió el esquema para el estudio de farmacocinética 
luego de la administración de múltiples dosis que permitiese alcanzar 
concentraciones farmacológicamente activas y fuese posible la traslación a la 
clínica. 
Finalmente, los parámetros farmacocinéticos estimados fueron usados para 
simular la curva de concentración de topotecan en el humor acuoso en función del 
tiempo. A partir de la curva simulada, se calculó el área bajo la misma hasta la 
última concentración detectada mediante el método de sumatoria de trapezoides 
(ABC). Para estimar el área bajo la curva total (ABCtotal), se sumó al área bajo la 
curva aquella área calculada dividiendo la última concentración detectable por la 
constante de eliminación terminal. 
 
III.3.6. Toxicidad ocular 
La toxicidad aguda de la instilación del ungüento de topotecan fue evaluada en 
una cohorte separada de dos animales (4 ojos). Los ojos fueron examinados el día 
anterior y una hora después de la administración de la última dosis de ungüento 
para evaluar la abrasión de la córnea y la conjuntiva usando una lámpara de 
hendidura y el test de fluoresceína. 
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III.4. Resultados y discusión 
Luego de la instilación de la solución acuosa de topotecan, el mismo fue 
detectado en el humor acuoso sólo dentro de la primera hora de administrado. Las 
concentraciones detectadas fueron 9,1 ng/ml a los 45 minutos y 16,1 ng/ml luego 
de 60 minutos de instilado. El área bajo la curva de concentración de topotecan 
total en función del tiempo fue 6,2 ng*h/ml (Tabla III.1). No se detectó topotecan 
en la forma lactona en el humor acuoso. Por el contrario, el topotecan fue 
detectado sustancialmente en la córnea a todos los tiempos luego de la instilación 
alcanzando una concentración máxima (Cmax) media de 0,13 ng/mg luego de 
5 minutos de la administración y se mantuvo en 0,04 ng/mg hasta los 60 minutos. 
 
Tabla III.1: Parámetros farmacocinéticos de topotecan luego de la administración 
de dosis única y múltiples dosis de gotas acuosas y ungüento. 
Parámetro 
farmacocinético del 
humor acuoso estimado  
Gotas acuosas 
Ungüento de topotecan 
Dosis única Dosis múltiples 
Cmax (ng/ml)  16,1 69,9 286,7 
Cmax/D (ng/ml)/g  2,7 7 28,7 
ABC (ng* h/ml)  6,2 122,6 431,7 
ABC/D (ng* h/ml)/g 1 12,3 43,2 
ABCtotal (ng* h/ml) - 138,2 - 
 
La Cmax de topotecan total en el humor acuoso luego de una administración de 
una dosis del ungüento fue 69,9 ng/ml alcanzada luego de las 2 horas de 
administración (Tabla III.1). Esta concentración corresponde a un aumento en 4 
veces de la Cmax de topotecan en el humor acuoso comparado con la concentración 
alcanzada luego de la instilación de la solución (Tabla III.1). Los datos obtenidos se 
muestran en la  Figura III.1. Así como el ajuste obtenido a través de modelos 
compartimentales. La Cmax de topotecan en su forma lactona alcanzada en el humor 
acuoso fue 11 ng/ml luego de 0,5 horas de su administración. Luego, los niveles 
cayeron rápidamente como se muestra en la Figura III.1.B. Así, se observó una 
eliminación rápida de topotecan lactona y sólo se detectó una concentración de 
4 ng/ml luego de 4 horas de la instilación del ungüento. El área bajo la curva de 
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topotecan en su forma lactona y de topotecan total fue 34,6 y 122,6 ng*h/ml, 
respectivamente. El área bajo la curva extrapolada a infinito (ABCtotal) para la curva 
de concentración en el humor acuoso de topotecan en su forma lactona fue 
37,3 ng*h/ml y 138,2 ng*h/ml para el topotecan total.  
Por comparación de los parámetros farmacocinéticos de topotecan en el humor 
acuoso de los animales (Tabla III.1) se pude deducir que la administración del 
ungüento es más favorable respecto de la solución acuosa para mejorar la 
biodisponibilidad del fármaco en el compartimento ocular en estudio. Sin embargo, 
es necesario el uso de dosis múltiples para mantener las concentraciones en el 
humor acuoso por encima de la concentración farmacológicamente activa o IC50. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.1: Perfiles de concentración de topotecan total (A) y lactona (B) en humor 
acuoso en función del tiempo luego de la administración de una dosis única de 
ungüento.(Los puntos indican los valores observados. Las líneas indican el ajuste por 
el modelo monocompartimental. La línea punteada indica la IC50 obtenida en 
cultivos celulares39.) 
 
Luego de la administración de una dosis de ungüento, la constante de la 
velocidad de eliminación para topotecan total fue 0,32 h-1 y el tiempo de vida media 
de eliminación T1/2 fue 2,2 horas, basados en la estimación del modelo 
monocompartimental (kel=ln(2)/T1/2)
109. Para el topotecan en su forma de lactona, 
los parámetros farmacocinéticos obtenidos fueron kel 0,48 h
-1 y T1/2 1,5 horas. 
Entonces, para lograr que el topotecan se acumule en el humor acuoso del animal, 
la frecuencia de administración del ungüento deber ser menor o igual al tiempo de 
vida media en este compartimiento. Así, un intervalo de instilación de 2 horas sería 
el adecuado para el estudio de dosis múltiples. Además, es importante mantener 
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concentraciones activas de topotecan en el humor acuoso de manera prolongada, 
es decir, mayores a la IC5033. Por todo lo comentado, se eligió un intervalo de 
administración de ungüento de 2 horas. 
En la cohorte de animales sujetos a estudios de dosis múltiples, la instilación de 
5 dosis de 30 μl de ungüento permitió alcanzar una Cmax de topotecan total en el 
humor acuoso de 286,9 ng/ml luego de 1 hora después de la quinta dosis (Figura 
III.2.A). El Cmax de topotecan en su forma lactona fue 36,7 ng/ml, alcanzado luego de 
1 hora (Figura III.2.B). Además, el área bajo la curva total calculada para topotecan 
lactona fue 92,1 ng*h/ml y para el topotecan total fue y 431,7 ng*h/ml (Tabla III.1).  
Por todo lo comentado, se puede observar que la concentración de topotecan 
total en el humor acuoso se mantuvo por encima de la IC50 durante al menos 4 
horas posterior a la última instilación alcanzándose el objetivo propuesto para la vía 
de administración y la forma farmacéutica en estudio.  
Es importante señalar que el desarrollo de una formulación debe ser segura para 
el uso en el paciente. Por ello es que se evaluó la toxicidad corneal por aplicación 
repetida del ungüento. Como se muestra en la Figura III.3 no hubo evidencias de 
anormalidades en el epitelio corneal luego de las cinco dosis del ungüento de 
topotecan probando la falta de toxicidad del ungüento desarrollado. 
El ungüento cargado con topotecan, discutido en el presente capítulo de la tesis 
doctoral, sería una formulación útil para la utilización en el caso de retinoblastoma 
diseminado en la cámara anterior sin indicación de enucleación, y debe evaluarse 
en estudios clínicos subsecuentes.  
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Figura III.2: Perfiles de concentración de topotecan total (A) y lactona (B) en humor 
acuoso en función del tiempo luego de la administración de múltiples dosis de 
ungüento. (Los puntos indican los valores observados. Las líneas indican el ajuste 
por el modelo monocompartimental. La línea punteada indica la IC50 obtenida en 
cultivos celulares39.) 
 
 
 
Figura III.3: Evaluación de la córnea con lámpara de hendidura y tinción con 
fluoresceína como medida de la toxicidad ocular superficial. (La figura muestra un 
ojo de conejo representativo (a) antes y (b) después de las múltiples instilaciones de 
ungüento de topotecan. No se observaron cambios en el epitelio corneal luego de la 
instilación del ungüento.) 
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IV.1. Introducción 
Como se comentó en la introducción (Capítulo I.4), la vía intravítrea es la más efectiva 
para lograr una buena disponibilidad de los fármacos en el segmento posterior del ojo. Sin 
embargo, existe el riesgo de causar daño ocular por las inyecciones repetidas además de 
otras complicaciones oculares. Además, se mencionó que el topotecan tiene probada 
actividad contra el retinoblastoma (Capítulo I.5) y que su eficacia antitumoral es 
dependiente del esquema de administración del fármaco31. Específicamente, el esquema de 
administración repetida mostró un mejor control tumoral y menor incidencia de eventos 
adversos sistémicos que la administración de una dosis única máxima en animales 
inoculados con tumores pediátricos y en niños con tumores sólidos110. La experiencia con 
topotecan en la administración intraocular mostró una disposición favorable y prolongada 
de topotecan en el vítreo de animales luego de la inyección intravítrea de una dosis única de 
una solución acuosa de topotecan106. Los niveles de topotecan en el vítreo de los animales 
fueron significativamente más altos que la IC50 y sostenidos en el tiempo. Además, estas 
concentraciones no desencadenaron toxicidad retiniana ni alteraciones histopatológicas en 
el modelo animal111. En este contexto, sería ideal utilizar el topotecan como agente activo 
pero incorporado a un dispositivo de liberación sostenida de fármacos que permita la 
liberación prolongada luego de su implante intraocular.  
Se han realizado distintos acercamientos para la administración de quimioterapia en el 
humor vítreo de ojos con tumor. El desarrollo de una técnica segura para inyecciones 
intravítreas de quimioterapia previniendo siembras extraoculares de células tumorales 
marcó una nueva era en el tratamiento de retinoblastoma en ojos con tumor y permitió 
salvar ojos que eran enucleados por adelantado en el pasado112. No obstante, la principal 
limitación es la necesidad de inyecciones semanales de quimioterapia para el control 
tumoral. Para vencer esta limitación, se debe desarrollar una formulación de liberación 
sostenida de topotecan. 
Se han estudiado diferentes materiales para la liberación sostenida de topotecan, como 
liposomas113, nanopartículas lipídicas114, implantes poliméricos20 e hidrogeles115, pero 
ninguno ha sido desarrollado con éxito para aplicaciones oftálmicas. Nuestra hipótesis es 
que el polímero de PCL (poli--caprolactona), un ingrediente inactivo comercial y aprobado 
por la FDA que ya ha sido usado para sistemas de transporte de fármacos, podría ser 
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adecuado para una formulación de liberación sostenida de topotecan debido a su bien 
documentada biocompatibilidad46 y su versatilidad para atrapar moléculas hidrofílicas115. 
Además, el bajo costo del PCL favorece su uso por permitir nuevos desarrollos más 
económicos para ser trasladados a la clínica del retinoblastoma. 
Por lo tanto, se diseñó un hidrogel cargado con topotecan que libere sostenidamente 
niveles farmacológicamente activos en el vítreo luego de la inyección intravítrea y de esta 
manera evitar inyecciones múltiples. Se desarrollaron diferentes hidrogeles biocompatibles 
cargados con topotecan compuestos por copolímeros de PCL-PEG-PCL y se caracterizaron 
las propiedades fisicoquímicas y la liberación in vitro del topotecan desde los hidrogeles. 
También se estudió la disposición del topotecan en el vítreo luego de inyecciones 
intravítreas en conejos y la toxicidad potencial generada por el fármaco y el hidrogel blanco 
al tejido retiniano de los animales. Además se estudió la actividad antitumoral en líneas 
celulares de retinoblastoma como parámetro de eficacia. Por lo tanto, el presente es un 
acercamiento multimodal al desarrollo y a la caracterización in vitro e in vivo de una nueva 
formulación de liberación sostenida de topotecan con potencial traslación a la clínica del 
retinoblastoma. 
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IV.2. Hipótesis y objetivos 
Hipótesis 
La administración de quimioterapia contenida en una forma farmacéutica de liberación 
sostenida directamente en la cámara posterior del globo ocular permitiría mantener 
concentraciones farmacológicamente activas en el humor vítreo por tiempos prolongados, 
evitando así la administración intravítrea repetida. 
 
Objetivos  
- Sintetizar y caracterizar copolímeros anfifílicos de tipo poli(epsilon-caprolactona)-
poli(etilenglicol)-poli(epsilon-caprolactona) (PCL-PEG-PCL).  
- Desarrollar hidrogeles de PCL-PEG-PCL de liberación controlada de fármacos 
antineoplásicos. 
- Estudiar la cinética de liberación de los fármacos antineoplásicos desde los hidrogeles 
desarrollados. 
- Estudiar la actividad de los hidrogeles en cultivos comerciales de células de 
retinoblastoma. 
- Estudiar a farmacocinética en animales de los hidrogeles desarrollados. 
- Estudiar la toxicidad en animales de los hidrogeles desarrollados. 
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IV.3. Materiales y métodos 
IV.3.1. Materiales 
- El polietilenglicol (PEG) de peso molecular 1 kg/mol (PEG1000), el de 4 kg/mol (PEG4000) 
y el de 6 kg/mol (PEG6000) fueron de marca Merck Chemicals (Argentina). 
- La ε-caprolactona 99% (monómero, CL) fue de marca Sigma (Argentina). 
- EL catalizador 2-etil-hexanoate de estaño (II) 95% fue de marca Sigma (Argentina). 
- El clorhidrato de topotecan fue donado amablemente por Asofarma S.A. (Argentina). 
- El topotecan inyectable liofilzado fue de marca Topokebir® (Aspen, Argentina). 
- El cloroformo deuterado para RMN fue de marca Sigma (Argentina). 
- Los solventes de grado para análisis (diclorometano, n-hexano, éter de petróleo) fueron 
marca Sintorgan (Argentina).  
- Los solventes usados para cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) fueron marca 
Sintorgan (Argentina). 
- El agua grado HPLC fue obtenida usando un sistema Milli-Q de marca Millipore 
Corporation (Billerica, MA, USA). 
- Las bolsas de diálisis flotantes compuestas por membranas de celulosa regenerada de 
peso molecular de corte de 3500 g/mol, ancho plano nominal de 18 mm, diámetro de 
11,5 mm y una relación volumen/largo de 1,1 ml/cm fueron de marca Spectra/Por® 
(Laboratorios Spectrum, Inc., Rancho Dominguez, California, USA). 
- La línea celular WERI-RB fue provista por el American Type Culture Collection (Manassas, 
VA, USA).  
- El medio de cultivo RPMI 1640 fue del laboratorio Invitrogen. 
- EL suero fetal bovino fue de marca FBS (Greiner Bio-one, Wemmel, Bélgica). 
- El 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) fue de marca Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
- Los conejos albinos fueron de raza New Zealand (peso entre 1,5 y 2,9 kg). 
- La ketamina fue de marca Inducmina® (Dr Gray, Argentina). 
- La xilazina fue de marca Seton® (Laboratorios Calier, Argentina). 
- El midazolam fue de marca Midazolam Gemepe® (GEMEPE, Argentina). 
- La atropina fue de laboratorio Norgreen S.A (Argentina). 
- El propofol fue de marca Dubernard® (Northia, Argentina). 
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- El isofluorano fue de laboratorio Baxter Healthcare (Puerto Rico). 
- El fentanilo fue de laboratorio Northia (Argentina). 
- El pancuronio fue de marca Bemicin (Northia, Argentina). 
- El clorhidrato de fenilefrina 5% + tropicamida 0,5% fue de marca Fotorretin (Laboratorios 
Poen, Buenos Aires, Argentina). 
- El clorhidrato de proparacaina 0,5% fue de marca Anestalcon, (Laboratorios Alcon, 
Buenos Aires, Argentina). 
- El pentobarbital sódico + difenilhidantoína sódica de marca Euthanyle® (Laboratorios 
Brouwer, Argentina). 
- El paraformaldehído fue de marca EMPROVE® (Merck). 
- La hematoxilina fue de laboratorio Biopur SRL. 
- La eosina fue de laboratorio Biopur SRL. 
 
IV.3.2. Síntesis de copolímeros de PCL-PEG-PCL 
Se sintetizaron copolímeros anfifílicos de tribloque de tipo PCL-PEG-PCL de diferente 
peso molecular, relación molar CL/EO y balance hidrofílico/hidrofóbico. La síntesis fue 
realizada mediante una reacción de polimerización por apertura de anillo de CL utilizando 
PEG (de diferentes pesos moleculares) como iniciador y 2-etilhexanoato de estaño 
(Sn(C8H16O2)2) como catalizador. Esta reacción se realizó en un horno de microondas 
doméstico (Whirlpool®, WMD20SB, frecuencia de microondas 2450 MHz, potencia 800 W, 
Argentina) con 10 niveles de potencia. Este tipo de horno de microondas regula la radiación 
controlando los ciclos de encendido/apagado del magnetrón según el nivel seleccionado, 
pero manteniendo la potencia constante a 800 W116. Para evitar la pérdida de reactivos por 
sobre-calentamiento de la mezcla de reacción, el horno fue adaptado con un refrigerante en 
la parte superior del mismo.  
El PEG fue colocado en un balón de 250 ml y secado durante 2 horas a 85°C bajo vacío. 
Luego se agregó la CL y el catalizador y se homogeneizó la mezcla. Las masas usadas se 
ejemplifican en la Tabla IV.1 para las dos relaciones de CL/EO utilizadas, las masas son 
independientes del PEG utilizado (1000, 4000 y 6000). Los balones fueron colocados en el 
centro del microondas y conectados al refrigerante. La mezcla de reacción fue expuesta al 
esquema de calentamiento indicado en la Tabla IV.2.  
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Tabla IV.1: Masas de reactivos 
 
 
Tabla IV.2: Esquema de calentamiento durante la síntesis 
 
 
Una vez finalizado el calentamiento la mezcla fue disuelta en 50 ml de diclorometano y 
precipitada en 200 ml de n-hexano. El sobrenadante se volcó y se agregaron 200 ml de éter 
de petróleo. Este último paso se repitió una vez para completar la precipitación. Finalmente, 
el producto se filtró al vacío y se lavó repetidas veces con éter de petróleo para luego ser 
secado a 25ºC (en el caso de los copolímeros de PEG 4000 y 6000) y en heladera a 4-8°C (en 
el caso del copolímero de PEG 1000). Los productos fueron polvos blancos o blanco-
amarillentos y se almacenaron a temperatura ambiente (en el caso de los copolímeros de 
PEG 4000 y 6000) y en heladera a 4-8°C (en el caso del copolímero de PEG 1000) hasta su 
uso. 
Los productos se nombraron como X-Y-X, donde X e Y son el peso molecular numérico de 
cada bloque de PCL y PEG, respectivamente. 
 
IV.3.3. Caracterización de los copolímeros de PCL-PEG-PCL 
La determinación del peso molecular numérico (Mn) y de la relación molar CL/EO de cada 
uno de los copolímeros sintetizados se realizó por resonancia magnética nuclear de 
protones (1H-RMN). El equipo utilizado fue un espectrómetro Bruker MSL300 de 300 MHz. 
Las muestras fueron disueltas en CD3Cl. El Mn fue calculado relacionando el área del pico de 
los protones de los bloques de PCL (triplete que integra para dos hidrógenos en 2,30 ppm) 
Nivel de 
poetencia
Tiempo 
(minutos)
3 1
2 2
1 5
2 7
Relación 
CL/EO
masa de 
PEG (g)
masa de 
CL (g)
Masa de 
SnOct2 (g)
0.64 10 16.5 1.2
1.1 10 28.5 2
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con el área del pico de los protones del bloque de PEG (multiplete que integra para cuatro 
hidrógenos en 3,65 ppm). Además, se determinó el Mn, el peso molecular promedio en peso 
(Mw) y la polidispersión de peso molecular (Mw/Mn, PDI) mediante cromatografía de 
permeación de geles en un equipo Waters 600 provisto de un detector de índice de 
refracción Waters 2414, una columna Waters Styragel HR4 THF 7,8 x 300 mm y THF calidad 
HPLC como eluyente. Para realizar la calibración de pesos moleculares se emplearon 
estándares de poliestireno. 
 
IV.3.4. Preparación de hidrogeles de PCL-PEG-PCL cargados con topotecan 
Se prepararon hidrogeles de diferentes concentraciones de polímero a partir de los 
diferentes copolímeros de PCL-PEG-PCL sintetizados. Primero se preparó una suspensión 
homogénea del copolímero en agua. Una vez homogeneizada la suspensión se colocó bajo 
agitación en un baño a 65°C durante 1 minuto, luego se continuó con la agitación a 
temperatura ambiente hasta el enfriamiento del gel46,117. Para preparar los geles cargados 
con topotecan se procedió de la misma manera preparando las suspensiones de polímero 
en la solución de topotecan. 
 
IV.3.5. Determinación del perfil reológico 
Se estudió el comportamiento grológico de los hidrogeles usando un viscosímetro 
rotacional (Brookfield Rotational Viscometer RVT con Spindle #2, Massachusetts, USA) 
equipado con controlador de temperatura. La viscosidad se midió a 25°C en unidades de 
mPa.s. Previamente, la muestra se colocó en el contenedor y se mantuvo por 5 minutos 
para que adquiera temperatura constante. 
 
IV.3.6. Ensayo de liberación de topotecan in vitro 
El ensayo de liberación de topotecan in vitro fue realizado con un método de diálisis por 
168 horas. Una cantidad exactamente conocida de hidrogel (aproximadamente 2 g) 
conteniendo el fármaco se colocó dentro de una membrana de diálisis y se incubó sin 
agitación a 37ºC en el interior de tubos de plástico conteniendo 40 ml de buffer fosfato a pH 
7.4 (57 mM de Na2HPO4 llevado a pH con NaOH). A diferentes tiempos (0,5; 1; 3; 5; 8; 24; 
48; 72; 96; 120; 144 y 168 horas) se retiró el total del volumen de buffer y se lo reemplazó 
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por medio recién preparado. El fármaco liberado se cuantificó por HPLC como se describió 
en II.3.1.3 por un método previamente validado en nuestro laboratorio106.  
 
IV.3.7. Estudio de citotoxicidad in vitro  
Los estudios de citotoxicidad fueron realizados en WERI-RB1. Las células se mantuvieron 
en medio de cultivo RPMI 1640 (suplementado con suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM, 
NaNCO3 1,5 g/l, glucosa 4,5 g/l, HEPES 10mM y piruvato de sodio 1 mM) a 37°C en 
atmósfera de 95% de aire humidificado y 5% de CO2. 
Para evaluar la actividad citotoxicológica del hidrogel sin carga (hidrogel blanco) o con 
topotecan, las células de retinoblastoma fueron sembradas en platos de 24 pocillos con una 
densidad de 105 células por pocillo y se les permitió crecer por 24 horas. Luego de esto, se 
colocaron 30 µl de de hidrogel blanco o cargado con topotecan en el inserto de la cámara 
superior del transwell de policarbonato (8 µm de tamaño de poro, Corning, NY). Cada 
condición de ensayo se realizó por triplicado. Luego de 1, 3 y 5 horas de incubación los 
transwells fueron removidos y la proliferación celular fue determinada luego de 72 horas. 
Para evaluar la liberación prolongada de topotecan y la actividad, los transwells removidos 
fueron introducidos en otro plato de 24 pocillos con 1 ml de medio de cultivo fresco sin 
células. Luego de 24, 48, 72 y 96 horas de contacto con el medio los transwells fueron 
transferidos a otro plato de 24 pocillos con medio de cultivo fresco sembrado con células 
WERI-RB y se dejaron en contacto por 24 horas. Luego, los transwells fueron descartados y 
se determinó la proliferación celular después de 72 horas. 
En todos los casos la proliferación celular fue determinada por ensayo colorimétrico con 
MTT que detallaré brevemente118. Se agregó a los pocillos bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)- 2,5-difeniltetrazolio. Las células viables fueron contadas por medición de la actividad 
de la fosfatasa ácida luego de la incubación con el substrato cromogénico pNPP por 1 hora a 
37°C. Luego, la reacción se paró con NaOH 1 N y el producto de reacción p-nitrofenol fue 
medido a 405 nm usando un espectrofotómetro.  
 
IV.3.8. Estudios in vivo  
Para el estudio de farmacocinética y de toxicidad se usaron conejos albinos New Zealand 
(peso entre 1,5 y 2,9 kg) que fueron asignados al azar a los dos grupos. En todos los casos los 
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animales fueron alimentados con comida estándar de laboratorio, con libre acceso al agua y 
albergados bajo ciclos de 12 horas de luz-oscuridad.  
 
IV.3.9. Farmacocinética ocular de topotecan 
Se caracterizó la disposición del topotecan en el vítreo luego de la inyección del hidrogel 
con topotecan usando dos métodos. Primero, 6 ojos (3 animales) fueron asignados para 
caracterizar los tiempos cortos (0-8 horas) de liberación de topotecan usando microdiálisis 
como técnica de muestreo múltiple que nos permitió reducir el número de animales para el 
estudio49. En un segundo grupo de animales (n=4) 8 ojos tratados fueron enucleados a las 
24, 48 y 72 horas luego de la inyección e inmediatamente congelados para permitir la 
separación del hidrogel inyectado del vítreo para el análisis por HPLC. En todos los casos los 
animales recibieron una inyección intravítrea de 50 µl de hidrogel cargado con topotecan en 
ambos ojos usando una aguja 30G 5/16” gauge (jeringa de insulina BD®, catálogo # 328325). 
La aguja fue insertada en posición supratemporal a 5 mm del limbo y directo hacia el centro 
del globo. No se realizó paracentesis de la cámara anterior. 
Los animales usados para el estudio de microdiálisis recibieron una inyección 
intramuscular de 30 mg/kg de ketamina, 0,4 mg/kg de midazolam y 1 mg/kg de atropina 
para la sedación. La anestesia general fue luego inducida con una inyección endovenosa de 
2,2 mg/kg de propofol y se mantuvo la ventilación mecánica con isofluorano 2%, 2 µg/kg de 
fentanilo y 0,1 mg/kg de pancuronio durante el estudio. Antes de la inyección del hidrogel 
se insertó la cánula de microdiálsis en el espacio del vítreo a través de una incisión hecha 
con una aguja 25-gauge y fue fijada a la conjuntiva. El líquido de perfusión (buffer salino 
fosfato, pH 7,4) fue administrado a un flujo de 1 µl/min (bomba: Kdscientific, LEGATO 101). 
Luego el hidrogel fue inyectado y se colectaron los dializados del humor vítreo durante 
intervalos de 30 minutos por un período de 4 horas luego de la administración del fármaco. 
En todos los casos se determinó la recuperación in vitro antes de cada uso perfundiendo la 
cánula con una solución concentrada de topotecan (200 ng/ml) y estimando la recuperación 
con el método de retrodiálisis119. La recuperación media obtenida para las cánulas fue 
18,0% (SD: 4,1) y fue usada para calcular la concentración de topotecan en cada muestra de 
dializado. Al final de cada estudio todos los animales fueron sacrificados y se enuclearon los 
ojos para analizar la concentración de topotecan en el vítreo. Las muestras de vítreo fueron 
 94 
tratadas con metanol ácido (metanol – ácido clorhídrico, 10:1) y guardadas a -20°C hasta el 
momento del análisis. 
 
IV.3.10. Evaluación in vivo de la toxicidad ocular y sistémica de los hidrogeles  
En esta cohorte fueron incluidos nueve conejos, asignados a los grupos A, B y C (n=3 en 
cada grupo). Antes de la inyección intravítrea se les dilató la pupila con clorhidrato de 
fenilefrina 5% y tropicamida 0,5%, y para la anestesia de la córnea se les administró solución 
oftálmica de clorhidrato de proparacaína 0,5%.  
Los animales en los grupos B y C recibieron una inyección intravítrea de 50 μl de hidrogel 
cargado con topotecan a baja y alta concentración, respectivamente, en el ojo derecho y el 
izquierdo sirvió como control. El grupo A (grupo control) recibió 50 μl de hidrogel blanco en 
el ojo derecho y el izquierdo sirvió como control. Los animales fueron examinados antes del 
tratamiento y luego de dos y cuatro semanas de la administración. Se evaluó el peso, la 
pérdida de pelo y las condiciones generales del animal. Se midieron los glóbulos blancos, 
glóbulos rojos, hemoglobina, neutrófilos y plaquetas usando un citómetro de flujo 
automático (BC-3000 Plus Auto Hematology Analyzer, Shenzhen Mindray Bio-Medical 
Electronics Co., Ltd.). 
Para evaluar la toxicidad ocular, se examinaron los animales con un oftalmoscopio 
directo antes del tratamiento y luego de 1, 2 y 4 semanas después de la inyección. Se midió 
la presión intraocular con un tonómetro (Tono-Pen VetTM, Reichert Ophthalmic Instruments, 
USA) y se realizaron electroretinografías (ERG) en ambos ojos de los animales previamente 
anestesiados como se describe en III.3.3. Los conejos fueron adaptados a la oscuridad por al 
menos 30 minutos. Cada conejo fue ubicado de cara al estímulo lumínico a una distancia de 
20 cm. Un lente de contacto comercial (ERG-jet, Fabrinal SA, La Chaux.de.Fonds, Suiza) con 
un cable de platino fue colocado en la córnea a modo de electrodo activo mientras que el 
electrodo de referencia y la tierra fueron electrodos de aguja subcutáneos ubicados en la 
oreja y en la cresta occipital, respectivamente. Las respuestas al flash o luz blanca (4 ms; 
1 Hz) emitida desde un foto estimulador (diodos de emisión de luz) ajustado a un máximo 
brillo (90 cd s/m2 sin filtro) fueron amplificadas, luego filtradas (filtro de paso bajo de 1,5 HZ; 
filtro de paso alto de 3000 Hz) y promediadas (Akonic BIO-PC, Akonic, Buenos Aires, 
Argentina). Se evaluaron los diferentes componentes de la ERG incluidos la amplitud de la 
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onda a y b y los tiempos implícitos de ambas ondas111. La amplitud de la onda a se midió 
como la diferencia en amplitud entre la grabación al inicio y el mínimo de la deflexión 
negativa. La amplitud de la onda b fue medida como la diferencia en amplitud entre el 
mínimo de la onda a al pico de la onda b. Los tiempos implícitos también fueron medidos y 
comparados entre los grupos de animales. 
A la cuarta semana los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital 
sódico (40 mg/kg) y difenilhidantoina sódica (5 mg) y los ojos fueron enucleados 
inmediatamente. Cada ojo se fijó en paraformaldehído 4% en buffer fosfato (pH 7,4) y 
hematoxilina y eosina para la evaluación histológica. 
 
IV.3.11. Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism versión 6.01 para 
Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Las curvas de 
liberación in vitro se ajustaron a la función de Michaelis-Menten y se usó el test F para 
comparar Km. Para comparar los parámetros calculados en los estudios de toxicidad entre 
los grupos de animales se realizó un análisis de ANOVA. En todos los casos se puso como 
nivel de significancia 0,05 Los resultados se expresaron como medias±DS. 
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IV.4. Resultados y discusión 
IV.4.1. Síntesis y caracterización se los copolímeros  
Se sintetizaron con éxito tres familias de copolímeros anfifílicos de tribloque PCL-PEG-
PCL a partir de la reacción de ε-caprolactona iniciada por PEG de diferentes pesos 
moleculares (PEG1000, PEG4000 y PEG6000). Se usó 2-etilhexanoato de estaño, un 
catalizador aprobado por la FDA para el uso en dispositivos biomédicos120. Se obtuvieron 
copolímeros con diferente largo de los bloques hidrofílico e hidrofóbico y diferente peso 
molecular promedio mientras que se mantuvo constante la relación molar de CL/EO (~1.00) 
como se muestra en la Tabla IV.3. También se observó una alta conversión de monómero ya 
que los datos experimentales tienen una buena concordancia con la composición teórica. 
 
Tabla IV.3: Copolímeros sintetizados 
PCL-PEG-PCL CL/EOa 
Mna 
(g/mol) 
Mnb 
(g/mol) 
Mwb 
(g/mol) 
CL/EOa 
5235-4000-5235 1.01 14473 6105 8447 1.38 
8040-6000-8040 1.03 22080 6524 9424 1.44 
1300-1000-1300 1.00 3602 4317 5131 1.19 
aCalculado por 1H RMN.  
bCalculado por GPC 
 
Se realizó cromatografía de permeación en geles (GPC) para estudiar la composición de 
los tres copolímeros. Los datos muestran una distribución molecular monomodal y bajos 
valores de polidispersión (PDI) (<1,45). Las diferencias entre los datos obtenidos por GPC y 
por RMN 1H pueden deberse a que para la curva de calibración de GPC se usaron estándares 
de poliestireno. 
 
IV.4.2. Preparación y caracterización de los hidrogeles 
En los últimos años los hidrogeles han cobrado considerable atención debido a su 
capacidad de absorber grandes cantidades de agua, manteniendo su integridad en 
soluciones acuosas121. Más aún, los hidrogeles formados por copolímeros con bloques 
hidrofílicos e hidrofóbicos han mostrado prometedoras aplicaciones como potenciales 
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sistemas de transporte de fármacos. En este contexto, desarrollamos hidrogeles de PCL-
PEG-PCL (35% p/p) usando copolímeros de tribloque compuestos de un bloque central 
hidrofílico (PEG) y los bloques laterales hidrofóbicos (PCL). Estas formulaciones fueron 
preparadas por una simple dispersión en agua del copolímero. En un primer paso los 
hidrogeles fueron cargados con 0,05; 0,1 y 0,2 mg de topotecan por gramo de hidrogel.  
Para estudiar las propiedades reológicas de los hidrogeles se evaluó la viscosidad de los 
geles blancos. Todas las formulaciones mostraron características de fluidos pseudoplásticos 
(Figura IV.1, Figura IV.2 y Figura IV.3).  
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Figura IV.1: Medidas de viscosidad dinámica para el polímero PCL-PEG-PCL 1300-1000-1300. 
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Figura IV.2: Medidas de viscosidad dinámica para el polímero PCL-PEG-PCL 5235-4000-5235. 
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Figura IV.3: Medidas de viscosidad dinámica para el polímero PCL-PEG-PCL 8040-6000-8040. 
 
El hidrogel preparado con PEG1000 presenta una viscosidad mayor comparado con los 
de PEG4000 y PEG6000 a 10rpm (48000, 28000 y 22000 mPa.s, respectivamente). Este 
comportamiento puede deberse a que los tres copolímeros presentan un balance 
hidrofóbico/hidrofílico similar pero tienen diferentes pesos moleculares. Por lo tanto, para 
PEG1000, la cantidad de macromoléculas usadas para preparar el hidrogel (35% p/p) es 
mayor que para PEG4000 y PEG6000, favoreciendo la formación de una estructura más 
organizada y por lo tanto más viscosa. El agregado de topotecan condujo a un descenso en 
su viscosidad. Por ejemplo, PEG4000 con 0,4 mg topotecan / g hidrogel mostró un valor de 
viscosidad dinámica de 4800 mPa.s medida a 10 rpm. Esta observación puede ser explicada 
por la presencia de manitol como excipiente farmacéutico en la formulación comercial 
(Hycamtin®) que fue usada para preparar los hidrogeles cargados con topotecan. Un 
comportamiento similar fue observado por Loughlin et al122. 
Finalmente, las formulaciones resultantes pasaron fácilmente por una aguja 30-gauge, 
requeridas para inyecciones intravítreas de quimioterapia en ojos con retinoblastoma Esta 
característica es una de las mayores ventajas de los hidrogeles con topotecan desarrollados. 
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IV.4.3. Estudio de liberación in vitro  
El estudio de liberación in vitro se realizó mediante el método de diálisis a 37°C para los 
diferentes copolímeros preparados con 0,05; 0,1 y 0,2 mg topotecan / g hidrogel. Los perfiles de 
liberación de las diferentes formulaciones se muestran en las siguientes figuras:  
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Figura IV.4: Perfiles de liberación in vitro para el polímero PCL-PEG-PCL 1300-1000-1300. Los 
puntos indican los valores observados y las líneas punteadas muestran el 70% de liberación. 
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Figura IV.5: Perfiles de liberación in vitro para el polímero PCL-PEG-PCL 5235-4000-5235. Los 
puntos indican los valores observados y las líneas punteadas muestran el 70% de liberación. 
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Figura IV.6: Perfiles de liberación in vitro para el polímero PCL-PEG-PCL 8040-6000-8040. Los 
puntos indican los valores observados y las líneas punteadas muestran el 70% de liberación. 
 
Más del 60% del topotecan fue liberado luego de 24 horas para la formulación de 
PEG1000 (media, DS: topotecan 0,05 mg/g: 66%, 2; topotecan 0,1 mg/g: 63%, 2; topotecan 
0,2 mg/g, 69%, 4). De todas formas la liberación de topotecan de los geles de PEG4000 y 
PEG6000 fue sostenida en el tiempo y se liberó menos del 60% del topotecan cargado a las 
24 horas (media, DS: PEG4000: topotecan 0,05 mg/g, 55%, 3; topotecan 0,1 mg/g, 59%, 5; 
topotecan 0,2 mg/g, 56%, 6; PEG6000: topotecan 0,05 mg/g, 54%, 5; topotecan 0,1 mg/g, 
57%, 2; topotecan 0,2 mg/g, 58%, 9). Luego de 72 horas, observamos que todas las 
formulaciones alcanzan un plateau hasta el final del ensayo. A este tiempo cerca del 75-81% 
del topotecan fue liberado desde el gel de PEG1000 para las tres cargas de topotecan 
(media, DS: topotecan 0,05 mg/g, 76%, 3; topotecan 0,1 mg/g, 75%, 2; topotecan 0,2 mg/g, 
81%, 2). Sin embargo, para PEG4000 y PEG6000, la cantidad de topotecan liberada fue de 
64-68% y 60-69%, respectivamente (media, DS: PEG4000: topotecan 0,05 mg/g, 64%, 2; 
topotecan 0,1 mg/g, 68%, 6; topotecan 0,2 mg/g, 68%, 4; PEG6000: topotecan 0,05 mg/g, 
69%, 4; topotecan 0,1 mg/g, 71%, 4; topotecan 0,2 mg/g, 67%, 6). Más aún, no observamos 
diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes niveles de carga en la relación entre el 
topotecan liberado. Considerando esto, decidimos ensayar un nivel mayor de carga de 
topotecan (0,4 mg topotecan /g hidrogel) en el copolímero con la menor velocidad de 
liberación y el menor peso molecular para obtener una mayor velocidad de degradación 
(PEG4000). Este hidrogel (PEG4000, 0,4 mg topotecan/g hidrogel) mostró un perfil de 
IV – Vía Intravítrea 
101 
liberación similar a los de menores carga de topotecan con un efecto de liberación rápida en 
las primeras 24 horas y luego una liberación sostenida (Figura IV.7).   
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Figura IV.7: Liberación acumulada para el hidrogel de PEG4000 y carga 0,4mg topotecan/g 
hidrogel.  
 
Considerando el comportamiento in vitro de los sistemas desarrollados, decidimos 
realizar los ensayos in vivo con el hidrogel preparado con el copolímero de PEG4000. Dentro 
de estos hidrogeles elegimos trabajar con el de menor carga (para evaluar si se alcanzaban 
concentraciones farmacológicamente activas en el vítreo) y otra con la máxima carga de 
topotecan que pueda ser administrada en el vítreo de los animales (para evaluar el riesgo de 
toxicidad con la máxima exposición de topotecan).  
Llamaremos ACT al hidrogel de carga 0,4 mg topotecan / g hidrogel y BCT al de carga 
0,05 mg topotecan / g hidrogel. 
 
IV.4.4. Estudio de citotoxicidad in vitro  
La proliferación de células de retinoblastoma se vio altamente detenida sin signos de 
proliferación luego de la exposición del cultivo al hidrogel ACT por 24, 48, 72 o 96 horas. En 
un segundo experimento, luego de liberar el topotecan por 168 horas, el hidrogel ACT 
remanente todavía mostraba alta actividad antitumoral, permitiendo sólo una viabilidad 
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celular de 36% (DS: 2,6). Además, la exposición al hidrogel blanco no afectó la proliferación 
celular, que se mantuvo igual que en aquellas células tratadas con PBS.  
Los presentes resultados indican que el hidrogel ACT es farmacológicamente activo in 
vitro contra las células de retinoblastoma por al menos una semana. Por lo tanto, si 
trasladamos estos resultados a la clínica, la inyección del hidrogel ACT con efecto 
terapéutico prolongado podría tener una importante ventaja y permitiría evitar las 
inyecciones intravítreas repetidas del fármaco activo en pacientes. 
 
IV.4.5. Estudio de farmacocinética in vivo  
Luego de una rigurosa caracterización in vitro es importante conocer la distribución y 
eliminación del topotecan in vivo usando las formulaciones desarrolladas de liberación 
sostenida. Para esto llevamos a cabo un estudio de farmacocinética en conejos y 
estudiamos la disponibilidad ocular del topotecan luego de la inyección intravítrea de una 
dosis única de 30 μl del hidrogel ACT (cargado con 20 μg de topotecan) en el ojo del conejo. 
Como se muestra en la Figura IV.8, los datos de concentración de topotecan en el vítreo 
se adecúan a un modelo monocompartimental como se implementa en el programa 
ADAPT 5107. 
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Figura IV.8: Perfil de concentración de topotecan en vítreo. Los puntos indican los valores 
observados. La línea indica el ajuste por el modelo monocompartimental. 
 
El volumen del vítreo se fijó en 1,7 ml basados en reportes previos del volumen del 
vítreo en conejos49. La concentración máxima calculada fue 2230 ng/ml y se alcanzó a las 4 
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horas luego de la inyección. Como se esperaba, basados en las características de liberación 
sostenida de la formulación desarrollada, la concentración máxima alcanzada en el vítreo 
fue menos que la reportada previamente luego de una inyección intravítrea de 5 μg/ml de 
topotecan en solución acuosa en la misma especie animal106. De este modo, una menor 
pero más sostenida liberación del topotecan cargado en el hidrogel podría ser ventajosa 
para evitar un alto nivel de exposición al topotecan en la retina y así reducir la toxicidad. En 
formulaciones de liberación modificada es necesario evitar una liberación rápida de la 
totalidad o una gran proporción del fármaco (dose dumping effect123) debido a la potencial 
toxicidad. En este estudio de farmacocinética en conejos no se observó efecto dumping de 
la dosis en la liberación de topotecan del hidrogel, lo que respalda el desarrollo de estas 
formulaciones.  
Otros parámetros farmacocinéticos calculados muestran que la constante de eliminación 
aparente del vítreo fue 0,398 h-1 (error estándar: 0,04) mientras que la constante de 
aparición en el vítreo  fue 0,117 h-1 (error estándar: 0,005). 
Sumado a lo anterior, la concentración de topotecan total en el vítreo de los ojos 
inyectados fue mayor que la IC5033 por 24 horas. Por lo tanto, podríamos esperar actividad 
antitumoral por al menos 24 horas luego de la inyección. A partir de ese momento, los 
niveles de topotecan en el vítreo bajaron y la concentración fue alrededor de 1,6 ng/ml por 
72 horas. 
Otro parámetro de la exposición del humor vítreo calculado fue el área bajo la curva de 
concentración en función del tiempo (ABC). El ABC de topotecan en el vítreo fue de 
31,045 ng*h/ml. En un estudio previo, luego de la inyección intravítrea de una solución con 
5 μg de topotecan , el ABC de topotecan total en el vítreo fue 26,620 ng*h/ml106. Así, a 
pesar del incremento en 4 veces en la dosis del topotecan cargado en el hidrogel comparada 
con la inyectada como solución acuosa, se obtuvo una similar ABC hasta las 72 horas luego 
de la administración del hidrogel. A partir de ese momento, la carga remanente en el 
hidrogel podría ser liberada en una forma sostenida avalando el uso de un dispositivo de 
liberación sostenida para propósitos intraoculares.  
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IV.4.6. Estudio de toxicidad 
Los estudios de seguridad se realizaron en conejos para evaluar la potencial toxicidad 
ocular y sistémica luego de las inyecciones intravítreas del hidrogel blanco, BCT y ACT. Estos 
resultados mostraron que la córnea, la cámara anterior, lentes y vítreo permanecieron 
transparentes en todos los animales durante todo el período de estudio. No se encontraron 
cambios en el fondo de ojo de ningún animal en ningún grupo atribuibles a la toxicidad del 
topotecan o del hidrogel blanco. La presión intraocular se mantuvo en el rango normal para 
todos los ojos tratados. Esta es una observación importante ya que un aumento de la 
presión ocular podría estar asociado con uveítis e hipertensión secundaria124.  
La toxicidad sistémica se evaluó mediante la observación de cambios en el 
comportamiento de los animales, pérdida de peso o cambios en valores de parámetros 
bioquímicos patológicos. Observamos una variación temporal del peso corporal para el 
hidrogel blanco y el BCT, mostrando una ganancia de peso a lo largo del período de estudio 
(p<0,05). En el caso del hidrogel ACT, la variación temporal del peso corporal no mostró 
diferencias significativas (p>0,05), lo que implica que los animales permanecieron dentro del 
mismo rango de peso a lo largo del período de estudio. Esto fue esperado y alentador ya 
que los animales aumentaron el peso corporal bajo condiciones normales. Así que los 
hidrogeles blanco o cargados con topotecan permitieron la alimentación normal, sin pérdida 
de pelo de los animales tratados. 
Los valores hematológicos registrados durante el período de seguimiento para los tres 
grupos no mostraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros evaluados en 
ningún momento del período comparados con los valores obtenidos antes de la inyección 
de los hidrogeles (Tabla IV.4, p>0,05). 
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Tabla IV.4: Toxicidad hematológica 
  Grupo de animales 
 
Grupo A Grupo B Grupo C 
Peso (kg)       
Antes del tratamiento 1.9 (1.9 - 2.0) 1.9 (1.6 - 2.3) 2.2 (1.5 - 2.3) 
1ra semana 2.0(2.0 - 2.0) 2.0 (1.6 - 2.3) 2.0 (1.6 - 2.2) 
2da semana 2.1 (2.1 - 2.2) 2.2 (1.8 - 2.4) 2.2 (1.8 - 2.3) 
4ta semana 2.2 (2.2 - 2.4) 2.4 (1.9 - 2.5) 2.3 (2.1 - 2.5) 
WBC (1000/mm3) 
   
Antes del tratamiento 11.6 (7.9 - 12.3) 12.5 (7.7 - 13.2) 7.6 (7.3 - 9.8) 
2da semana 8.6 (8.3 - 9.9) 8.1 (8.1 - 15.9) 7.6 (6.8 - 8.5) 
4ta semana 9.0 (9.0 - 11.1) 7.7 (6.5 - 14.2) 7.8 (6.5 - 8.7) 
Neutrofilos(%) 
   
Antes del tratamiento 7.7 (3.9 - 8.0) 8.3 (2.8 - 9.3) 5.1 (3.4 - 5.5) 
2da semana 3.8 (2.7 - 4.3) 3.2 (3.0 - 9.4) 3.3 (2.7 - 3.9) 
4ta semana 5.4 (5.0 - 7.0) 3.7 (2.0 - 8.4) 4.5 (2.6 - 5.1) 
Hematocritos (%) 
   
Antes del tratamiento 38.0 (37.0 - 38.0) 37.0 (35.0 - 37.0) 37.0 (37.0 - 38.0) 
2da semana 44.0 (43.0 - 45.0) 38.0 (35.0 - 40.0) 39.0 (32.0 - 41.0) 
4ta semana 42.0 (40.0 - 43.0) 38.0 (37.0 - 39.0) 42.0 (38.0 - 43.0) 
Plaquetas (*1000/mm3) 
   
Antes del tratamiento 480 (206 - 482) 480 (206 - 482) 480 (206 - 482) 
2da semana 451 (361 - 455) 444 (313 - 448) 415 (314 - 419) 
4ta semana 422 (288 - 450) 366 (281 - 409) 405 (281 - 448) 
Hemoglobina (g%) 
   
Antes del tratamiento 12.3 (11.3 - 12.7) 12.0 (10.9 - 12.6) 13.7 (12.7 - 13.7) 
2da semana 14.0 (13.3 - 14.5) 12.0 (10.9 - 12.6) 12.2 (10.2 - 12.5) 
4ta semana 13.4 (13.2 - 13.7) 12.5 (11.8 - 13.6) 13.6 (12.0 - 13.7) 
Glóbulos rojos (10e6/mm3) 
  
Antes del tratamiento 6.2 (5.6 - 7.2) 5.9 (5.3 - 6.2) 5.9 (5.4 - 6.6) 
2da semana 6.3 (6.1 - 6.6) 5.8 (5.6 - 5.9) 6.0 (4.3 - 6.2) 
4ta semana 6.3 (5.8 - 6.3) 6.0 (5.7 - 6.7) 6.5 (5.1 - 6.7) 
Datos expresados como mediana (rango). 
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Por lo tanto, no se detectaron cambios significativos en los parámetros evaluados como 
resultado de la inyección del hidrogel blanco o cargado con topotecan. Aunque el topotecan 
es conocido por ser un agente mielosupresor31, los hidrogeles cargados con topotecan no 
indujeron toxicidad de la médula ósea en nuestro modelo animal probablemente debido a 
la lenta liberación del agente quimioterápico del hidrogel y la baja exposición sistémica. 
En la cohorte de animales usada para la evaluación de la toxicidad ocular, no se 
encontraron cambios significativos en los parámetros de ERG entre los ojos no tratados 
(controles) y los ojos inyectados con hidrogel blanco en los mismos animales del Grupo A 
(p>0,05). Por lo tanto el hidrogel blanco resultó seguro para la retina. Además, los registros 
de ERG resultaron normales en todos los ojos tratados con hidrogeles cargados con 
topotecan con pequeños o ningún cambio en las amplitudes y tiempos implícitos de las 
ondas a y b como se muestra en la Tabla IV.5. 
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Tabla IV.5: Registros de electroretinografías 
    Grupo de animales 
  
Grupo A Grupo B Grupo C 
Onda b       
 
Amplitud 
   
 
Antes del 
tratamiento 167 (13) 158 (32) 189 (38) 
 
1ra semana 171 (38) 138 (78) 199 (28) 
 
2da semana 141 (67) 158 (43) 154 (25) 
 
4ta semana 166 (41) 157 (14) 134 (11) 
 
Tiempo implícito 
   
 
Antes del 
tratamiento 36 (1) 37 (1) 36.3 (0.6) 
 
1ra semana 37 (1) 37 (0) 36.1 (0.2) 
 
2da semana 35 (5) 38 (0) 34 (5) 
 
4ta semana 36 (1) 37 (1) 36.3 (0.6) 
Onda a 
   
 
Amplitud 
   
 
Antes del 
tratamiento 62 (8) 89 (9) 89 (10) 
 
1ra semana 73 (16) 73 (23) 95 (8) 
 
2da semana 56 (24) 93 (20) 79 (11) 
 
4ta semana 74 (3) 82 (11) 60 (22) 
 
Tiempo implícito 
   
 
Antes del 
tratamiento 13.2 (0.4) 12.8 (0.4) 13.0 (0.5) 
 
1ra semana 12.7 (0.6) 13.3 (0.8) 12.3 (0.5) 
 
2da semana 13.0 (0.6) 13.5 (0.2) 12.5 (0.6) 
  4ta semana 13.1 (0.2) 13.2 (0.4) 14 (2) 
Datos expresados como media (desvío estándar) 
 
Así, incrementar la dosis de carga de topotecan en el hidrogel de 2,5 µg a 20 µg (0,05 y 
0,4 mg topotecan por gramo de hidrogel inyectado en los Grupos B y C, respectivamente) no 
condujo a toxicidad ocular pero nos permitió incrementar la dosis total en casi diez veces. 
Como se muestra en la Tabla IV.5 los ojos muestran una amplitud y tiempo implícito similar 
entre todos los grupos sin diferencias estadísticas cuando se comparan parámetros entre 
grupos o antes y después de cualquier inyección y a diferentes tiempos durante el período 
estudiado (p>0,05). 
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La microscopía de luz reveló que no hay evidencia histológica de daño retiniano inducida 
por el hidrogel blanco o los cargados con topotecan a todas las dosis estudiadas. En las 
figuras que se muestran a continuación se muestran micrografías de secciones de las retinas 
de los conejos representativas de los Grupos A, B y C. 
 
Figura IV.9: Micrografía de la retina de un conejos tratado con hidrogel blanco. 
 
 
Figura IV.10: Micrografía de la retina de un conejos tratado con hidrogel BCT. 
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Figura IV.11: Micrografía de la retina de un conejos tratado con hidrogel ACT. 
 
Las capas nucleares internas y externas de la retina, los fotorreceptores y las células 
ganglionares permanecieron normales en los ojos tratados con los hidrogeles blanco y 
ambas dosis de topotecan. No se observaron diferencias en el espesor de la retina entre los 
ojos tratados con los hidrogeles blanco y ambas dosis de topotecan o comparados con los 
ojos controles. 
Sin embargo, observamos infiltración de macrófagos en los ojos A, B y C de los ojos 
tratados con los hidrogeles blanco, BCT y ACT, respectivamente, como potencial respuesta 
inflamatoria. Aunque este resultado era esperable como respuesta ocular a la inyección 
intravítrea de una sustancia extraña, es de particular interés ya que las citoquinas pro-
inflamatorias producidas por macrófagos juegan un rol importante en el proceso 
inflamatorio, neovascular y neurodegenerativo ocular125. Esto debería ser avaluado con 
mayor detalle en un futuro ya que la presencia de macrófagos infiltrados en el vítreo como 
resultado de las inyecciones de hidrogel podrían desencadenar neovascularización, 
inflamación ocular o una prognosis pobre de la función retiniana. 
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En la presente tesis doctoral se evaluaron distintas vías de administración de fármacos 
para el tratamiento del retinoblastoma intraocular y diseminado. Se evaluó la toxicidad y la 
farmacocinética de quimioterápicos luego de la infusión SIAO en pacientes con 
retinoblastoma intraocular (Capítulo II.3) y en cerdos, para estudiar la biodisponibilidad en 
el nervio óptico (Capítulo II.4); se desarrolló un ungüento de topotecan para una posible 
traslación al tratamiento del retinoblastoma con invasión en cámara anterior (Capítulo III) y 
se desarrolló un hidrogel de liberación sostenida de topotecan como prueba de concepto 
para la exposición continua del fármaco en el  humor vítreo (Capítulo IV).  
Desde el desarrollo de la administración SIAO de quimioterapia para el tratamiento de 
retinoblastoma intraocular el uso de esta vía de administración  se ha incrementado 
notablemente24,26,29,30,59,60,67,75,126. Sin embargo, poco se sabía sobre la farmacocinética de 
los quimioterápicos, su toxicidad sistémica, el esquema de tratamiento y la posibilidad de 
asociación de fármacos. Los estudios de farmacocinética de melfalan luego de la infusión 
SIAO en pacientes pediátricos y de la relación de la exposición sistémica con la toxicidad 
hematológica desarrollados en la presente tesis doctoral fueron los primeros estudios 
reportados en la bibliografía internacional. Se reporta la relación significativa entre la 
exposición sistémica a melfalan y la dosis del fármaco corregida por peso corporal, lo cual es 
extremadamente importante ya que al incrementar la dosis, se incrementa la exposición 
sistémica y con ello la probabilidad de eventos adversos (Figura II.3). La mielotoxicidad es el 
efecto secundario más frecuente de la infusión endovenosa de melfalan76,77. Sin embargo en 
todos los reportes de infusión SIAO de melfalan sólo reportan neutropenia leve75. En base a 
estos resultados se sugirió usar para la práctica clínica la dosis corregida por peso, 
especialmente en los casos que necesiten terapia en tándem o incrementos en la dosis.  La 
recomendación derivada de los resultados de la presente tesis fue que los pacientes reciban 
dosis menores a 0,5 mg/kg para evitar la posibilidad de desarrollo de neutropenia severa. 
Dado que si se reduce la dosis se disminuye la cantidad de fármaco biodisponible en el globo 
ocular, sitio donde se encuentra el tumor, como se comentó en el capítulo II.3.2.2, se 
propuso el uso de terapia combinada con topotecan por vía SIAO con el objetivo de 
potenciar los efectos farmacológicos sin aumentar la toxicidad hematológica. En este 
estudio se proveen datos de la farmacocinética de esta combinación mediante la 
caracterización de la exposición sistémica de cada fármaco infundido que podría asociarse 
con la toxicidad sistémica. Este régimen se basó en estudios previos que mostraron efecto 
 114 
sinergista entre topotecan y melfalan en cultivo celular de retinoblastoma59, y en resultados 
que mostraron un perfil farmacocinético ocular favorable de topotecan en modelo animal 
no tumoral50. Cuando se comparó la cohorte de pacientes que recibió melfalan como agente 
único en dosis menores a 0,5 mg/kg con los pacientes que recibieron topotecan 
concomitante a melfalan no se observaron diferencias en la proporción de neutropenia que 
desarrollaron. Es más, ambas cohortes mostraron el mismo patrón e incidencia de efectos 
secundarios. Otro punto evaluado fue el efecto del tiempo de administración de los 
fármacos. Al realizar la combinación de fármacos fue necesario reducir a la mitad el tiempo 
de infusión de cada uno comparado con el esquema de un único fármaco. Disminuir el 
tiempo de exposición angiográfica y de anestesia es recomendable para pacientes con 
retinoblastoma ya que son susceptibles de desarrollar segundos tumores debido a la 
radiación127,128. Comparando con la farmacocinética sistémica de melfalan, luego de treinta 
minutos de infusión del fármaco único, no se observaron diferencias de los parámetros 
farmacocinéticos de melfalan entre estudios. También se investigó el efecto de la secuencia 
de administración de ambos fármacos. El melfalan causa importantes alteraciones en la 
vasculatura del ojo durante la infusión SIAO62. Por lo tanto, es posible que la 
farmacocinética de los fármacos administrados luego de éste se vea afectada por este 
hecho. Sin embargo, no se encontraron efectos de la secuencia de administración en la 
farmacocinética del melfalan y por ello, es recomendable que sea el primer agente a ser 
infundido dada la estabilidad corta de la solución resuspendida de este medicamento.  
Aunque la infusión SIAO ganó un rol prominente en el tratamiento del retinoblastoma, 
su uso en pacientes con invasión de nervio óptico no ha sido estudiado previamente. Estos 
pacientes son tratados con quimioterapia sistémica a dosis altas ya que está en riesgo la 
vida de los mismos. Actualmente el tratamiento de pacientes con retinoblastoma 
diseminado y tumor en el margen de sección consiste en la infusión endovenosa de altas 
dosis de quimioterapia. Sin embargo, cabe la pregunta de si la biodisponibilidad en el nervio 
óptico, sitio donde se encuentra el tumor y a partir del cual ocurre la diseminación, es 
comparable o mejora si existe una administración local de quimioterapia respecto de la vía 
endovenosa. En el capítulo II.4 de la presente tesis se demostró que los niveles de 
topotecan en los segmentos proximal y distal del nervio óptico fueron similares en el 
modelo porcino luego de la infusión SIAO y endovenosa. Estos resultados pueden tener 
implicancias en el manejo clínico de pacientes con retinoblastoma con enfermedad 
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diseminada. Ya sea que el tumor esté proximal o distal al margen de sección en la 
enucleación, podría ser alcanzado por el fármaco en la sección orbital usando la infusión 
SIAO. También se demuestra que mediante infusión endovenosa se alcanzan niveles de 
topotecan significativamente más bajos (p<0,05) en el nervio óptico comparado con la 
infusión SIAO. La selección de una vía de administración no está sólo basada en la cantidad 
de fármaco que puede alcanzar el tejido diana sino también en la selectividad con respecto 
a la exposición en los tejidos sanos. Así, la relación entre la exposición de topotecan en el 
nervio óptico a plasma fue 44 veces mayor para infusión SIAO mientras que, para la 
endovenosa fue de sólo 0,5. Ambas vías condujeron a una exposición sistémica comparable. 
Por lo tanto la vía endovenosa no sólo es inefectiva para alcanzar altas concentraciones en 
el nervio óptico sino que carece de selectividad y expone al resto del cuerpo a niveles 
innecesarios de quimioterapia. Por todo lo comentado, se considera a este estudio una 
prueba de concepto para la potencial traslación del uso de administración SIAO de 
quimioterapia como parte del protocolo de tratamiento de pacientes con enfermedad 
diseminada en nervio óptico.  
Con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad de la quimioterapia en la cámara anterior 
en el caso de retinoblastoma diseminado, se evaluó la llegada de quimioterapia al humor 
acuoso por vía tópica. La córnea ha sido descripta como barrera para que los fármacos 
alcancen el humor acuoso luego de las instilaciones96,109. Por lo tanto para un potencial uso 
clínico es necesario maximizar la penetración transcorneal y determinar las concentraciones 
alcanzadas en el humor acuoso mediante estudios de farmacocinética para evaluar si la vía 
anterior es adecuada para la llegada de topotecan al humor acuoso. Para prevenir la rápida 
eliminación del fármaco por el sistema de drenaje ocular se pensó en incrementar la 
viscosidad de la formulación tal de permitir la prolongación del contacto con la córnea y 
mejorar la biodisponibilidad en el humor acuoso mediante la mejora de la penetración a 
través de la córnea18,97. La lanolina es conocida por aumentar la penetración en la 
administración dérmica102 por lo que fue razonable esperar un aumento de la penetración 
de topotecan luego de la instilación del ungüento comparado con la solución acuosa. 
Además ya es probada la seguridad de la combinación lanolina/vaselina que es usada como 
lágrimas artificiales para el tratamiento de sequedad ocular. Con todo esto, se desarrolló un 
ungüento de topotecan fácil y viable de preparar en una farmacia de un centro clínico. El 
estudio se diseñó para evaluar la biodisponibilidad de topotecan en el humor acuoso luego 
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de administrarlo contenido en gotas acuosas y en un ungüento. Luego de la instilación 
tópica de un única dosis de ungüento de topotecan en el ojo del conejo se observó un 
aumento de tres veces en la concentración máxima y de siete veces en el área bajo la curva 
de concentración en función del tiempo de topotecan en el humor acuoso comparando con 
los resultados alcanzados luego de la instilación del topotecan en solución acuosa. Además, 
luego de la instilación de dosis múltiples del ungüento, la concentración de topotecan en el 
humor acuoso se mantuvo por encima de la concentración activa establecida in vitro en 
células de retinoblastoma por al menos 4 horas. Esta formulación podría tener utilidad en el 
tratamiento del retinoblastoma con difusión anterior. 
Con el objetivo de evitar inyecciones repetidas en los casos de administración intravítrea 
de quimioterapia se desarrolló una formulación de liberación sostenida de topotecan. Se 
sintetizaron tres copolímeros de bloque de PCL-PEG-PCL a partir de los cuales se prepararon 
hidrogeles con diferentes concentraciones de topotecan. En los tres polímeros se mantuvo 
la relación 1 a 1 de los monómeros óxido de etileno y -caprolactona, se diferenciaron por el 
tamaño del PEG (1000, 4000 y 6000). Con la evaluación de la liberación de topotecan in vitro 
durante siete días se vio que el de PEG 4000 liberó más del 60% de su carga de topotecan en 
las primeras 24 horas, mientras que los de PEG 4000 y 6000 no alcanzaron a liberar el 60% a 
las 24 horas. Luego de 72 horas todas las formulaciones alcanzaron el plateau hasta el final 
del ensayo. Teniendo en cuenta que los polímeros de PEG 4000 y 6000 presentaron un perfil 
de liberación similar y que mostraron una liberación más lenta de topotecan, y que el 
copolímero de menor tamaño al tener menor cantidad de -caprolactona va a tardar menos 
en degradarse y poder eliminarse se seleccionó al polímero de PEG 4000 para los estudios 
de citotoxicidad in vitro. Entre los de PEG 4000 se eligió al de menor (0,05 mg/g) y al de 
mayor (0,4 mg/g) concentración. El estudio de citotoxicidad se realizó en células comerciales 
de retinoblastoma y se las expuso a la solución liberada de los hidrogeles luego de 1, 2, 3, 4 
y 7 días de liberación. No se observó proliferación celular para los 4 primeros tiempos y para 
la solución de 7 días sólo se observó un 36% de viabilidad celular. La exposición a la solución 
liberada por el mismo gel sin topotecan no afectó a la proliferación celular. Luego de la 
caracterización in vitro se determinó la distribución y eliminación in vivo de topotecan. Se 
llevó a cabo un estudio de farmacocinética en conejos y se estudió la distribución ocular de 
topotecan luego de una inyección intravítrea de 30 µl del hidrogel de PEG 4000 de 0,4 mg/g 
de topotecan. La concentración máxima en el vítreo se alcanzó a las 4 horas y la 
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concentración de topotecan se mantuvo por encima de la concentración inhibitoria 
reportada para las células comerciales de retinoblastoma (14 ng/ml) por 24 horas. Luego, 
los niveles de topotecan cayeron hasta alrededor de 1,6 ng/ml a las 72 horas. Si bien el 
conejo es un modelo preclínico adecuado para el estudio de la farmacocinética ocular, hay 
que tener en cuenta la limitación de trabajar con animales sin tumor al trasladar los 
resultados a la clínica de ojos afectados con tumor. La presencia tumoral puede causar 
disrupciones en la barrera hemato-retiniana y alterar la farmacocinética del fármaco en 
estudio. Por último, se realizó el estudio de toxicidad en conejos para evaluar la potencial 
toxicidad ocular y sistémica luego de la inyección intravítrea de los hidrogeles blanco, con 
0,05 mg/g y 0,4 mg/g de topotecan. Los resultados mostraron que la córnea, la cámara 
anterior, el lente y el vítreo permanecieron sin alteraciones en todos los animales a los largo 
del período de estudio. No se observaron cambios en los fondos de ojos atribuibles a 
toxicidad del topotecan o del gel blanco. La presión intraocular se mantuvo en los 
parámetros normales para todos los ojos tratados, esto es importante porque la presión 
ocular alta puede derivar en uveítis e hipertensión secundaria124. La toxicidad sistémica se 
evaluó mediante los cambios en el comportamiento, pérdida de peso o cambios en los 
parámetros bioquímicos. El peso aumentó (p<0,05) en el grupo blanco y de baja 
concentración de topotecan y para el grupo que recibió el gel de mayor concentración 
mostró una variación temporal que no fue significativa (p>0,05). Los valores hematológicos 
se mantuvieron sin diferencias significativas (p>0,05) a lo largo del estudio para los tres 
grupos. Se estudió la función retiniana mediante electroretinografía y ninguno de los tres 
geles alteró la función retiniana. Finalizado el estudio se enuclearon los animales para 
realizar el estudio histopatológico de la retina. Se observó infiltración de macrófagos como 
posible respuesta inflamatoria. Si bien este resultado es esperable como una respuesta 
ocular a las inyecciones intravítreas de una sustancia extraña se debe evaluar en un futuro si 
la presencia de macrófagos puede disparar neovascularización, inflamación ocular o un mal 
pronóstico para la función retiniana. Por lo tanto estos geles podrían servir como una 
estrategia adicional para el tratamiento del retinoblastoma. 
En resumen, en la presente tesis doctoral se evaluaron distintas vías de administración 
de quimioterapia en modelos animales y en pacientes con retinoblastoma, y las 
conclusiones obtenidas sostienen el uso de éstas vías en el tratamiento del tumor ocular en 
discusión.  
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